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1.  Einleitung 
1.1.  Virus und Epidemiologie 
1981 wurde in New York und Los Angeles erstmals die Beobachtung gemacht, dass 
zunächst gesunde homosexuelle Männer an einer Immundefizienz litten, die mit 
ernsthaften opportunistischen Infektionen und seltenen malignen Erkrankungen, wie 
dem Kaposisarkom, einherging. 1983 / 1984 wurde schließlich ein neues Retrovirus 
aus T-Zellen betroffener Patienten isoliert (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 
1984) und für das „aquired immune deficiency syndrome“ (AIDS) verantwortlich ge-
macht. 
Retroviren besitzen eine RNA-abhängige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase), 
welche die Viren befähigt, die eigenen genomischen RNA-Kopien in DNA „rückwärts“ 
umzuschreiben. Diese doppelsträngige cDNA wird in das Genom der infizierten 
Wirtszelle genetisch stabil integriert, sodass alle lebensfähigen Tochterzellen dieses 
sog. „Provirus“ enthalten. Das Virus gehört zur Gattung der Lentiviren. 
1986 gab man dem Virus die heute international gebräuchliche Bezeichnung HIV 
(Human Immunodeficiency Virus). Nachdem 1986 ein antigen-differenter Stamm in 
Westafrika entdeckt wurde, bezeichnete man diesen als HIV-2, den ursprünglichen 
und weitaus häufigeren als HIV-1. HIV-1 wird mittlerweile in mindestens 9 Subtypen 
unterteilt, diese unterscheiden sich in bestimmten Sequenzbereichen. Da HIV-2 eine 
sehr untergeordnete Rolle spielt, wird im Folgenden nur von HIV als HIV-1 berichtet.  
Ende 2005 waren weltweit 40,3 Millionen Menschen mit HIV infiziert, der Grossteil 
der Betroffenen lebt in Afrika. Allein 2005 starben 3,1 Millionen Menschen an den 
Folgen dieser Infektionskrankheit, während sich weitere 4,9 Millionen neu infizierten 
(Epidemiologische Daten UNAIDS, siehe Webseite 1). In Deutschland lebten Ende 
2005 49.000 HIV-Infizierte. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Zahl der HIV-
Neuinfektionen im Vergleich zum Vorjahreszeitraum um 20 % angestiegen ist (Epi-
demiologische Daten des RKI, siehe Webseite 2). 
1.2.  Pathogenese 
1.2.1.  Übertragungswege und zelluläre Infektion 
HIV wird durch Geschlechtsverkehr, Blut oder Blutprodukte, intrauterin, perinatal o-
der durch Muttermilch übertragen. Das Virus bindet über das virus-kodierte env Gly-
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koprotein (gp120) an den CD4-Rezeptor und den Chemokin-Corezeptor CCR5 oder 
CXCR4 an die Oberfläche der Zielzelle. Die Mehrzahl der CD4-positiven Zellen sind 
T-Helferzellen, daneben besitzen aber auch deren Vorläuferstufen im Knochenmark 
und Thymus sowie Monozyten / Makrophagen und dendritische Zellen (Langerhans-
zellen der Haut, Astrozyten, Mikroglia) diesen Rezeptor. Seltener können auch noch 
andere humane Zellen infiziert werden (siehe Anhang 1). Diskutiert wird in diesen 
Fällen die Bindung des Virions über weitere Rezeptoren wie dem Glykolipid Galakto-
sylceramid (galC), den Komplement-Rezeptor und den Fc-Rezeptor. Für die Patho-
genese von HIV sind allerdings vorwiegend die CD4-positiven Helferzellen von Be-
deutung, die zusammen mit den Monozyten / Makrophagen die Hauptzielzellen dar-
stellen. 
Wie oben erwähnt, muss HIV neben der Bindung an den CD4-Rezeptor zusätzlich 
mit bestimmten Co-Rezeptoren wie CCR5, CXCR4 interagieren, wobei der Chemo-
kinrezeptor CCR5 vor allem auf Makrophagen, dendritischen Zellen und CD4 positi-
ven T-Zellen und der Chemokinrezeptor CXCR4 überwiegend auf aktivierten T-
Zellen zu finden ist (Janeway, 2002). CCR5 kann auch von der Ursprungszelle abge-
löst und auf CCR5-negative Zellen übertragen werden, die dann infiziert werden 
können (Mack et al., 2000). Die Bindung an Rezeptor und Corezeptor führt zu einer 
Konformationsänderung im env-Protein gp 120 und im transmembranären Hüllprote-
in gp 41, die die Fusion zwischen Virus- und Zellmembran einleitet und so dem Virion 
den Eintritt in die Zelle ermöglicht. Nach der Entfernung der Hülle erreicht die geno-
mische HIV RNA in Form eines Nukleoproteinkomplexes das Zytoplasma. Diese 
RNA wird dort mit Hilfe der Reversen Transkriptase in eine doppelsträngige, soge-
nannte cDNA umgeschrieben, in einen Präintegrationskomplex eingeschleust und 
gelangt so in den Kern der Wirtszelle. An beiden Enden der DNA befinden sich iden-
tische Bereiche, die als Long Terminal Repeats (LTRs) bezeichnet werden. Das vi-
ruskodierte Enzym Integrase bewirkt den Einbau der linearen cDNA über diese LTRs 
in das Genom der Zelle. Als Nebenprodukte des Integrationsprozesses können im 
Zellkern auch zirkuläre Formen der viralen DNA auftreten (Furtado et al., 1999). Der 
Integrationsprozess findet nur bei Aktivierung von T-Helferzellen statt, z.B. durch 
HIV-Antigenkontakt oder mikrobielle, opportunistischen Infektionen. In HIV-infizierten, 
ruhenden CD4-positiven-T-Zellen wird die DNA zunächst nur unvollständig syntheti-
siert und nicht in das zelluläre Genom eingebaut. Diese Zellen befinden sich in einem 
Zustand der latenten Infektion, wobei die Struktur der inkomplett umgeschriebenen 
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cDNA relativ labil ist (Zack et al., 1990). Solche latent infizierte T-Zellen, ebenso wie 
Monozyten / Makrophagen und Zellen des ZNS, stellen aber ein persistierendes Vi-
rusreservoir dar (u.a. Chun et al., 1997; siehe auch 4.4.3.). 
Die integrierte, sogenannte provirale DNA ist eine genetisch stabile Struktur, die im 
Genom der Wirtszelle persistiert und nicht wieder ausgeschnitten werden kann. Sie 
dient als Matrize für die virale Transkription und Replikation, die LTRs enthalten Bin-
dungsstellen für genregulierende Proteine, die die Expression der Virusgene kontrol-
lieren (Janeway, 2002). Erst nach Aktivierung der infizierten CD4-positiven-T-Zellen 
kommt es zur Virusvermehrung und nach einer Latenzzeit zur Zellzerstörung. Zusätz-
lich existieren weitere Mechanismen, die zur Reduktion der Helferzellen beitragen, 
z.B. viral ausgelöste Immunreaktionen gegen CD4-Antigene oder Immunreaktionen 
gegen ansonsten normale CD4-positive Zellen, die HIV-Antigene gebunden haben 
(Mims et al., 1996). In Makrophagen / Monozyten, Langerhans-Zellen und interdigi-
tierenden retikulären dendritische Zellen persistiert HIV meist ohne diese zu zerstö-
ren (Mims et al., 1996). 
1.2.2.  Krankheitsverlauf 
Bei der Primärinfektion über Schleimhautkontakt (sexuelle Übertragung) infiziert HIV 
zuerst intraepithelial gelegene interdigitierende retikuläre dendritische Zellen bzw. 
Langerhans-Zellen. Diese Zellen können das HI-Virus an spezifische Rezeptoren 
binden (DC-SIGN) und transportieren es in dieser Form über die Lymphwege in die 
drainierenden Lymphknoten. Dort infiziert HIV Zellen im Keimzentrum und im Para-
cortex. Im weiteren Verlauf disseminiert der Erreger hämatogen in alle Lymphkno-
tenstationen, in Organe, die Lymphfollikel enthalten, in das Knochenmark und in das 
zentrale Nervensystem (ZNS). 
Diese Ausbreitung findet innerhalb der ersten Wochen statt und führt zu einer hohen 
Viruslast und einer großen Zahl infizierter CD4-positiver-T-Zellen im Blut. Es kommt 
zu einem kurzzeitigen Einbruch der T-Helferzellzahl. Diese erste Phase kann sich als 
mononukleoseähnliches Krankheitsbild mit Symptomen wie vorübergehendem Fie-
ber, Unwohlsein, Lymphknoten- und Milzschwellung, Arthralgien, Myalgien, Pharyn-
gitis und stammnahem Exanthem bemerkbar machen. In der Regel werden in den 
ersten Wochen Antikörper und zytotoxische T-Zellen gebildet, dieser Vorgang kann 
aber auch mehrere Monate beanspruchen. Damit findet zunächst, wie bei allen Vi-
rusinfektionen, eine gewisse Einschränkung der viralen Replikation statt. Die Virus-
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last im Plasma sinkt um mehrere Größenordnungen, die Anzahl der infizierten Zellen 
in der Zirkulation nimmt ebenfalls ab. Dieser Zustand kann über längere Zeit, in eini-
gen Fällen bis zu ca. 10 Jahre andauern. In dieser sogenannten asymptomatischen 
oder latenten Phase halten sich virale Produktion und Clearance die Waage. Hinter 
diesem Gleichgewichtszustand verbirgt sich allerdings eine konstante Fortsetzung 
der viralen Replikation und des Zellumsatzes in den Lymphknoten, die sich im Blut 
allerdings nicht unbedingt in dem Maße widerspiegelt (Pantaleo et al., 1993). 
Die infizierte Person erscheint zunächst gesund. In einem späteren Stadium kommt 
es bei Nichttherapierten (oder beim Versagen einer Therapie) durch einen Anstieg 
der Virusreplikation und Verringerung der T-Helferzellen zur Ausbildung des AIDS 
Related Complex (ARC) mit Gewichtsverlust, Fieber, persistierender Lymphadeno-
pathie und oft oraler Candidiasis und Diarrhoe (symptomatische Phase). Mit Fort-
schreiten der Virusreplikation bildet sich schließlich einige Jahre nach der Initialinfek-
tion das Vollbild von AIDS, dem klinischen Endstadium, aus. Die Destruktion des 
Immunsystems durch den manifesten Mangel an T-Helferzellen spiegelt sich im Auf-
treten von erworbenen oder reaktivierten mikrobiellen opportunistischen Infektionen 
oder Tumoren wider (Coffin, 1995, Mims et al., 1996; Denner et al., 2002). Patho-
morphologisch kommt es zur Auflösung der Lymphknotenarchitektur mit multiplem 
Zelluntergang. In Abb.1 ist der geschilderte Krankheitsverlauf schematisch darge-
stellt. 
 
Abb. 1 Typischer Verlauf einer unbehandelten HIV-Infektion (nach Levy, 1998). Hierbei ist die rela-
tive Zahl der folgenden Parameter während des Verlaufs der HIV-Infektion dargestellt. Die 
durchgezogene Linie repräsentiert die Viruslast im Blut, die gepunktete Linie die Zahl der 
CD4 positiven Zellen. Die gestrichelte Linie steht für die Zahl der CD8 positiven T-Zellen 
und die mit Punkten durchbrochene Linie zeigt die gegen HIV gerichteten zytotoxischen 
CD8 positiven Zellen. Phase 1 ist der Zeitraum der Latenzphase, Phase 2 steht für den     
Übergang zum Vollbild der Krankheit, AIDS 
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Das Center for Disease Control in Atlanta veröffentlichte 1993 ein Schema zur Klas-
sifikation des Krankheitsstadiums der HIV-Infektion. In die CDC-Klassifikation fließen 
zum einen die Zahl der CD4-Lymphozyten der Patienten, zum anderen die klinischen 
Symptome mit ein: 
 
Laborkategorie 1 bis 3 
Ab 500 / µl CD4-Lymphozyten 
200 - 499 / µl CD4-Lymphozyten 
< 200 / µl CD4-Lymphozyten 
 
Klinische Kategorie A bis C: 
Kategorie A 
Asymptomatische HIV-Infektion 
Persistierende generalisierte Lymphadenopathie (LAS) 
Akute, symptomatische (primäre) HIV-Infektion  
 
Kategorie B (u.a.) 
Oropharyngeale und vulvovaginale, chronische bzw. schlecht therapierbare Candida-
Infektion 
Konstitutionelle Symptome wie Fieber über 38,5 °C oder länger als vier Wochen be-
stehende Diarrhö 
Orale Haarleukoplakie 




Kategorie C (enspricht den AIDS-definierenden Erkrankungen) 
Das sind im Wesentlichen alle ausgedehnten und oft kaum zu beherrschenden Infek-
tionen mit bakteriellen Erregern (z.B. Pneumocystis jiroveci, Mykobakterium tuberku-
losis), Pilzen (z.B. Candida spp., Cryptococcus neoformans), Viren (z.B. Cytomega-
lie-Virus) und Parasiten (z.B. Toxoplasma gondii, Isospora belli, Kryptosporidien), 
daneben maligne Erkrankungen (z.B. maligne Lymphome), HIV-Enzephalopathie 
und Wasting-Syndrom. 
(Quelle: www.hivinfo.de) 
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1.3.  Antiretrovirale Therapie (ART) 
Antivirale Strategien sind wesentlich schwieriger zu bewerkstelligen als z.B. antibak-
terielle Verfahren, da Viren nicht autonom replizieren, sondern die gesamte Zellma-
schinerie des Wirts für ihre Replikation beanspruchen. Ein antivirales Agens darf a-
ber niemals die Wirtszellaktivität blockieren. Deshalb gibt es relativ wenige effektive 
antivirale Therapien. Beispiele hierfür sind die Nukleosidanaloga Acyclovir und des-
sen Derivate gegen Herpes-simplex- und Varizella / Zoster-Viren, Ganciclovir gegen 
CMV, Lamivudin und Adefovir gegen Hepatitis B, eine Influenzatherapie mit Neura-
minidasehemmern gegen die Virusfreisetzung bzw. -ablösung aus / von der Zelle 
(Tamiflu, Relenza) und die unten aufgeführten Inhibitoren gegen die HIV-kodierte 
Protease (PR) und die HIV-kodierte Reverse Transkriptase (RT). Gegen das Hepati-
tis C-Virus (HCV) wird das Nukleosidanalogon Ribavirin eingesetzt, daneben werden 
neu entwickelte Proteaseinhibitoren gegen HCV geprüft. 
1.3.1.  Rolle der HIV-kodierten Enzyme Reverse Transkriptase und Protease  
Derzeit existieren, wie oben erwähnt, zwei Klassen von Inhibitoren, die Schlüsselen-
zyme der retroviralen Replikation angreifen: Inhibitoren der viralen Reversen 
Transkriptase (RTIs) und Inhibitoren der viralen Protease (PIs). Zudem wurde 2003 
ein Wirkstoff zugelassen, der die Fusion des HI-Virus mit der Zellmembran verhindert 
(Enfuvirtid). 
1.3.1.1.  Hemmer der Reversen Transkriptase (RT) 
Wie eingangs beschrieben, transkribiert die virale RT die virusgenomische RNA in 
eine cDNA, die nach Infektion in das Wirtsgenom integriert wird und so für eine Per-
sistenz der retroviralen Aktivität in der Wirtszelle und deren Tochterzellen sorgt. Eine 
selektive Inhibition der RT würde die Synthese von cDNA und somit alle sukzessiven 
folgeschweren Vorgänge unterbinden. Entsprechende Inhibitoren der Reversen 
Transkriptase waren als erste Medikamentengruppe verfügbar. Die ersten Substan-
zen waren Nukleosidanaloga-RT-Inhibitoren (NRTIs). Die NRTls ähneln zellulären 
Nukleosiden, müssen aber, um wirksam zu sein, erst intrazellulär phosphoriliert wer-
den. In der Zelle konkurrieren sie mit den nativen Nukleotiden. Da ihnen aber an der 
3´-Position der Desoxyribose eine OH-Gruppe fehlt, kommt es bei deren Einbau in 
den wachsenden DNA-Strang zum Kettenabbruch (Coffin et al., 1997). 
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Von diesem Inhibitionsmechanismus unterscheiden sich die später eingeführten nicht 
nukleosidartigen RT-Inhibitoren (NNRTIs). Sie hemmen die RT nichtkompetitiv, in-
dem sie an eine Stelle nahe dem katalytischen Zentrum der Polymerase binden, zu 
einer Konformationsänderung führen und so die Enzymaktivität blockieren 
(Kohlstaedt et al., 1992). NNRTIs müssen im Gegensatz zu den NRTIs nicht 
phosphoriliert werden (Joly and Yeni, 2000). Allerdings muss berücksichtigt werden, 
dass diese Substanzklasse spezifisch auf HIV-1 Isolate der Gruppe M wirkt, während 
sie auf HIV-1 der Gruppe O und HIV-2 keinen wesentlichen hemmenden Effekt hat 
(Witvrouw et al., 1999). 
Zwischen den zwei Untergruppen der Reversen Transkriptase Hemmer besteht kein 
Hinweis auf eine Kreuzresistenz. Da es bei einer Monotherapie von NNRTIs rasch zu 
einer Resistenzentwicklung kommt, werden sie nur im Rahmen von Kombinations-
therapien angewendet. Dort erweisen sie sich als wirksame antiretrovirale Substan-
zen (z.B. D’Aquila et al., 1996). Die derzeit existierenden NRTIs und NNRTIs sind in 
Tab. 1 und 2 aufgelistet. 
 
Freiname Abk. Handelsname Hersteller 
Zidovudin AZT Retrovir GlaxoSmithKline 
Lamivudin 3TC Epivir GlaxoSmithKline 
/ AZT / 3TC Combivir GlaxoSmithKline 
Abacavir ABC Ziagen GlaxoSmithKline 
/ 3TC / ABC Kivexa GlaxoSmithKline 
/ AZT / 3TC / ABC Trizivir GlaxoSmithKline 
Didanosin ddI Videx Bristol-Myers Squibb
Stavudin d4T Zerit Bristol-Myers Squibb
Emtricitabin FTC Emtriva Gilead Sciences 
Tenofovir DF TDF Viread Gilead Sciences 
/ TDF / FTC Truvada Gilead Sciences 
Tab. 1  Nukleosidanaloga (NRTIs) (Quelle: RKI / Juni 2005 / siehe Webseite 3) 
 
Freiname Abk. Handelsname Hersteller 
Delavirdin DLV Rescriptor Pharmacia & Upjohn 
Efavirenz EFV Sustiva / Stocrin Bristol-Myers Squibb / Merck, Sharp & Dome 
Nevirapin NVP Viramune Boehringer Ingelheim 
Tab. 2  Nicht nukleosidartige RT-Hemmer (NNRTIs) (Quelle:RKI/Juni 2005/siehe Webseite 3) 
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Die Einführung der nicht-nukleosidischen Hemmer der RT und der nachfolgend be-
schriebenen Protease-Inhibitoren (siehe 1.3.1.2.) führte zu einem Durchbruch in der 
HIV-Therapie, da erstmals synergistisch wirkende, potente Kombinationstherapien 
angewendet werden konnten. Diese Therapieform wird als hochaktive antiretrovirale 
Therapie, kurz HAART, bezeichnet. 
Durch die Verwendung der Proteaseinhibitoren als Bestandteil einer Kombinations-
therapie ab dem Jahr 1995/1996 kam es zu einer drastischen Senkung der Morbidi-
tät und Mortalität bei der HIV-Infektion (Palella et al., 1998; siehe Abb. 2). Eine weite-
re Studie bestätigt diesen Erfolg und stellt überdies eine Reduktion der Hospitalisati-
onskosten fest (Lavalle et al., 2000). 
 
Abb. 2 Mortalität und die Frequenz der antiretroviralen Kombinationstherapie mit einem Protea-
seinhibitor (Palella et al., 1998) 
1.3.1.2.  Hemmer der Protease (PR) 
Die Substanzklasse der Proteaseinhibitoren wurde mit Hilfe der Kristallstruktur-
Analyse der HIV-1-Protease entworfen (Coffin et al., 1997). Die Inhibitoren besetzen 
direkt das aktive Zentrum der viralen Protease. Sie ähneln den Peptidsubstraten des 
viralen Enzyms (Peptidomimetika), können allerdings nicht gespalten werden. Durch 
ihre Bindung im aktiven Zentrum blockieren sie die Proteaseaktivität. Deren essen-
tielle Funktion für die Virusreifung ist im Unterpunkt 1.3.1.2.1. dargestellt. Die Zeit, 
die von der Entdeckung der Proteaseinhibitoren bis zu ihrer Einführung als antiretro-
virale Medikamente verstrich, ca. 5 Jahre, ist eine der kürzesten in der modernen 
Pharmageschichte. Die Substanzen sind allerdings derart hydrophob, dass einige 
chemische Modifikationsschritte nötig waren, bis die Proteaseinhibitoren eine akzep-
table orale Bioverfügbarkeit aufwiesen (Richman, 2001). 
Es wurde festgestellt, dass die PIs die einzigen antiretroviralen Substanzen sind, die 
die Virusproduktion und –freisetzung aus chronisch-infizierten Makrophagen begren-
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zen können (Aquaro et al., 2002). Diese Makrophagenpopulation bildet mit anderen 
Zellen und Kompartimenten das Reservoir von HIV im Körper, einer der Hauptgrün-
de, weshalb HIV durch die gängige Therapie nicht eradiziert werden kann. Allerdings 
sind für die Hemmung der Virusproduktion in Makrophagen sehr hohe Medikamen-
tenspiegel nötig, die nur schwer zu erreichen sind. Mangelnde Compliance, ein ver-
änderter Metabolismus oder schlechte Resorption der PIs sind häufige Ursachen ei-
ner unzureichenden Wirkstoffkonzentration (Aquaro et al., 2002). Die derzeit verfüg-
baren PIs sind in Tab. 3 aufgeführt. Ein neuer Proteaseinhibitor, der im Oktober 2005 
die Marktzulassung zur HIV-Kombinationstherapie von der Europäischen            
Kommission erhalten hat, ist Tipranavir. Die Besonderheit dieses Medikaments ist die 
Tatsache, dass es sich hier um den ersten nichtpeptidischen PI (NPPI) handelt. 
 
Freiname Abk. Handelsname Hersteller 
Fosamprenavir FPV Telzir GlaxoSmithKline 
Atazanavir ATV Reyataz Bristol-Myers Squibb 
Indinavir IDV Crixivan MSD Sharp & Dohme
Nelfinavir NFV Viracept Hoffmann-LaRoche 
Ritonavir RTV Norvir Abbott 
Lopinavir+Ritonavir LPV/r Kaletra Abbott 
Saquinavir SQV Invirase Hoffmann-LaRoche 
Tipranavir  Aptivus Boehringer Ingelheim 
Tab. 3  Proteaseinhibitoren [Quelle(ausgenommen Tipranavir):RKI / Juni 2005 / siehe Webseite 3] 
1.3.1.2.1.  Eigenschaften und Rolle der Protease im Lebenszyklus des Virus 
Da sich die vorliegende Arbeit mit der Resistenzbildung bei Anwendung von Inhibito-
ren gegen die HIV-1 Protease befasst, soll hier auf den Mechanismus der Protea-
seaktivität eingegangen werden. 
Bei der Transkription des integrierten HIV-Genoms, das sich in den „env“, „gag“ und 
„pol“ Genbereich aufteilt, entsteht zunächst immer eine virale RNA voller Länge, die 
durch die Kernmembran in das Zytoplasma migriert. Dort wird sie entweder transla-
tiert oder von Kapsiden neu entstehender Viruspartikel umschlossen. Bei der Syn-
these der für die antivirale Therapie relevanten Ziel-Proteine PR und RT entstehen 
zunächst langkettige Vorläuferproteine (Pr55 bzw. Pr160) des gesamten gag bzw. 
durch frameshift des gag-pol Genes. Diese müssen in die funktionellen Proteine ge-
spalten werden. Die HIV-Protease ist verantwortlich für diese Spaltung (Prozessie-
rung) der Vorläuferproteine, die essentiell für die Virusreifung ist (siehe Abb. 3). 
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Strukturell ist die aktive HIV-1-Protease ein Homodimer aus zwei identischen Unter-
einheiten aus jeweils 99 Aminosäuren. Sie gehört zur Familie der Aspartat-Proteasen 
(von der Helm, 1977; Toh et al., 1985, Seelmeier et al., 1988; von der Helm, 1996), 
zu deren Vertretern z. B. auch die beim Menschen vorkommenden Enzyme Pepsin 
und Renin zählen. Diese Enzymgruppe ist dadurch charakterisiert, dass sich im akti-
ven Zentrum zweimal das hochkonservierte Motiv Asp-Thr-Gly befindet. Im Fall der 
HIV-Protease steuert jede Untereinheit diese Aminosäuren an den Positionen 25 bis 
27 zur Formation des katalytischen Zentrums bei (Weber et al., 1989). Am Prozess 
der proteolytischen Spaltung sind maßgeblich die beiden Asparaginsäuren beteiligt. 
Genetisch wird der monomere Teil der Protease auf einem 5’ nahem Abschnitt in-















Abb. 3 Translationsprodukte des HIV gag und pol Leserahmens MA = Virusmatrix; CA = Kapsid; 
NC = Nukleokapsid; PR = Protease; RT = ReverseTranskriptase; IN = Integrase, ↓ = Spalt-
stellen der Protease 
 
Die proteolytische Spaltung findet vornehmlich zwischen Phenylylanin- oder Tyrosin- 
und Prolinresten statt. Die bei der Translation der viruskodierten Proteine zunächst 
entstandenen, oben erwähnten langen Polyproteinketten sammeln sich an der inne-
ren Zytoplasmamembran und sind noch so verdünnt, dass keine Spaltungsreaktio-
nen stattfinden können. Erst während des Prozesses des sogenannten „buddings“ 
(Aussprossung des Viruspartikels aus der Zytoplasmamembran) und der damit ver-
bundenen Konzentrierung der Substrate kommt es zu der in Abb. 3 veranschaulich-
ten Prozessierung (Tomaselli et al., 2000). Die entstehenden, noch nicht infektiösen 
Partikel formieren sich in einem komplexen Prozess zur Virusmatrix (g17), zum 
Kapsid (g24) und Nukleokapsid (g7, g9) und schließen die HIV-RNA und die Enzyme 
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Protease, Reverse Transkriptase, RNAse H und Integrase ein. Wie sich das Protea-
semolekül primär, vermutlich durch einen autokatalytischen Prozess, selbst aus dem 
Pr160 Vorläuferprotein herausspaltet, ist noch nicht vollständig geklärt (Kotler et al., 
1992, Phylip et al., 1992; Kaplan et al., 1994; Zybarth und Carter, 1995; Lindhofer et 
al., 1995). 
Wird die Proteaseaktivität durch Inhibitoren blockiert, entstehen unreife Viruspartikel, 
die nicht in der Lage sind, neue Zellen zu infizieren (Kohl et al., 1988; Seelmeier et 
al., 1988; Peng et al., 1989). Proteaseinhibitoren sind deshalb potente Substanzen 
zur Hemmung der viralen Replikation. 
1.3.2.  Therapiestandard 
Ziel der heutigen Therapieschemata ist eine maximale, lang anhaltende Suppression 
der viralen Replikation und eine damit verbundene Rekonstitution des Immunsys-
tems mit Anstieg der T-Helferzellen und einer substantiellen Besserung des klini-
schen Zustandes des HIV-Patienten. Daneben wird angestrebt, dass Nebenwirkun-
gen verringert und Therapien vereinfacht werden. 
Die HIV-RNA-Kopienzahl, die im Blut gemessen wird, spiegelt die Replikationsaktivi-
tät des Virus im Körper wieder. Je höher die Replikationsrate, desto größer ist die 
Destruktion des Immunsystems und desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich 
in Anwesenheit von antiretroviralen Medikamenten Resistenzen ausbilden. Deshalb 
strebt es jedes Therapieregime an, die Viruslast so weit wie möglich zu senken. Von 
einer effektiven antiretroviralen Therapie wird erwartet, dass optimalerweise die Vi-
ruslast unter die Nachweisgrenze von derzeit 20-50 HIV-RNA-Kopien/ml sinkt und 
die CD4-Zellzahl wieder ansteigt. 
Diesem Ziel kam man mit der Einführung der PIs und NNRTIs (siehe 1.3.1.1 und 
1.3.1.2) und der damit verbundenen Kombinationsmöglichkeit mit NRTIs näher. Tat-
sächlich führte diese sogenannte hoch aktive antiretrovirale Therapie (HAART) zu 
einer drastischen Senkung der Mortalität und Morbidität bei HIV-Patienten (Palella et 
al., 1998; Vittinghoff et al., 1999; Mocroft et al., 2003). Eine komplette Eradikation 
des Virus ist mit Hilfe der derzeit verfügbaren Medikamente allerdings äußerst un-
wahrscheinlich. Dies ist darauf zurückzuführen, dass schon im Anfangsstadium der 
HIV-Infektion ein Pool an latent-infizierten Zellen mit stabil integriertem HIV-Provirus 
im Körper vorhanden ist, der von den antiretroviralen Substanzen nicht erreicht wird 
(Finzi et al., 1997; Pierson et al, 2000). Der ideale Zeitpunkt für den Beginn einer 
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Therapie ist umstritten, da bei der vermutlich lebenslang einzunehmenden Medikati-
on die Nebenwirkungsprofile der einzelnen antiretroviralen Substanzen zum Problem 
werden können. 
Die Therapieempfehlungen der vom Robert-Koch-Institut berufenen Expertenkom-
mission sind in Tab. 4 zusammengefasst (Deutsch-österreichische Leitlinien zur anti-
retroviralen Therapie der HIV-Infektion, RKI 2005, siehe Webseite 3). 
 
Klinisch CD4 positive 
Lymphozyten / µl 
HIV-RNA / ml 
(RT-PCR) 
Therapieempfehlung 
HIV-assoziierte Symptome und 
Erkrankungen (CDC: C, B) 
alle Werte  AI 
< 200 alle Werte AI 
200 - 350 alle Werte BII 
> 50.000 - 
100.000 Kopien 
BII 350 - 500 
< 50.000 Kopien CIII 
Asymptomatische Patienten 
(CDC: A) 
> 500 alle Werte DIII 
Akutes retrovirales Syndrom alle Werte alle Werte CII, bevorzugt in Stu-
dien 
Tab. 4  Bewertungsbasis der Therapieempfehlung der Expertenkommission des RKI (RKI, 2005); AI: 
eindeutige Empfehlung; auf der Basis mindestens einer randomisierten Studie mit klinischen 
Endpunkten*; BII: im Allgemeinen ratsam; auf der Basis von Surrogatmarker-Studien (CD4-
Zellzahl, Viruslast); CII: vertretbar; auf der Basis von Surrogatmarker-Studien; CIII: vertretbar; 
nach Expertenmeinung; DIII: im Allgemeinen abzulehnen; nach Expertenmeinung; *klinische 
Endpunktstudien werden aufgrund der geänderten Zulassungsbedingungen der FDA und 
EMEA für neuere Substanzen nicht mehr durchgeführt 
 
Zurzeit werden folgende Kombinationsmöglichkeiten für die initiale Therapie ange-
wandt: 
 
Die Kombination eines Proteaseinhibitors (in der Regel „geboostet“; siehe 1.3.2.1.) 
mit zwei Nukleosid-Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) 
Die Kombination eines nicht-nukleosidartigen Reverse Transkriptase-Inhibitors 
(NNRTIs) mit zwei NRTIs 
Die Kombination von drei NRTIs. 
 
Die Entscheidung, welches Therapieregime geeignet ist, richtet sich neben der Virus-
last und dem Krankheitsbild auch nach weiteren Erkrankungen des Patienten, nach 
der zusätzlichen Medikation und anderen individuellen Gesichtspunkten, z. B. der zu 
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erwartenden Compliance, das heißt der Bereitschaft des Patienten, sich an die An-
weisungen des behandelnden Arztes zu halten. Die Wirksamkeit und Verträglichkeit 
der Kombination zweier PIs bzw. Kombinationen aus PIs und NNRTIs sind noch 
nicht abschließend geklärt, auch liegen noch keine Informationen über die Langzeit-
verträglichkeit vor (Deutsch-österreichische Leitlinien zur antiretroviralen Therapie 
der HIV-Infektion, RKI 2005). 
Trotz des erfolgreichen Einsatzes der neuen Therapieschemata gibt es zwei signifi-
kante Probleme: a.) die Nebenwirkungen und b.) die Resistenzentwicklung, die sogar 
zu einem Therapieversagen führen kann. 
1.3.2.1.  Nebenwirkungsprofil der Proteaseinhibitoren 
Wie bei allen wirksamen Medikamenten können auch bei der Einnahme von PIs Ne-
benwirkungen auftreten. Typische PI-induzierte Nebenwirkungen sind eine Störung 
des Fettstoffwechsels, die mit einer Hypertriglyceridämie und Hypercholesterinämie 
einhergeht und deshalb das Risiko für ein arteriosklerotisches Geschehen erhöht. 
Daneben wird dieser Medikamentengruppe die Beteiligung am sogenannten Lipo-
dystrophie-Syndrom zugeschrieben. Darunter versteht man eine periphere Lipo-
atrophie kombiniert mit zentraler Adipositas. Prominent ist oft ein sogenannten „Büf-
felnacken“. Allerdings scheinen auch die Reverse Transkriptase-Inhibitoren an dem 
Syndrom, das für die Patienten oft mit einem großen Leidensdruck verbunden ist, 
beteiligt zu sein (Carr et al., 2000; Nolan et al., 2001). Des Weiteren greifen PIs in 
den Glucosestoffwechsel ein und können zu Insulinresistenz und Diabetes mellitus 
führen. Möglich sind auch unspezifische Beschwerden wie Übelkeit und Diarrhoe. 
Ein weiterer Nachteil der Proteaseinhibitoren ist deren ungünstige Pharmakokinetik 
mit relativ kurzen Plasma-Halbwertszeiten und mäßiger oraler Bioverfügbarkeit. Die-
se Tatsache machte es vor allem in der Vergangenheit erforderlich, dass eine große 
Medikamentendosis in relativ kurzen Zeitintervallen in Abstimmung mit den Mahlzei-
ten eingenommen werden musste. Mittlerweile arbeitet man aber an chemischen 
Modifikationsformen bereits gebräuchlicher PIs mit verbesserter Pharmakokinetik. 
Außerdem macht man sich den Effekt der sog. „Boosterung“ durch den PI Ritonavir 
zunutze. Mit diesem Ausdruck wird das Phänomen beschrieben, dass bei der Gabe 
einer niedrigen Dosis Ritonavir, die therapeutisch wenig wirksam ist, der Plas-
maspiegel eines zusätzlich verabreichten Proteaseinhibitors angehoben wird. Dieser 
Effekt lässt sich dadurch erklären, dass Ritonavir die CYP3A4-Enzyme des hepati-
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schen Cytochrom P450-Enzymsystems hemmt. Dadurch steigen die Talspiegel des 
anderen PIs und in den meisten Fällen verlängert sich auch dessen Eliminations-
Halbwertszeit. Ritonavir bewirkt so einen Anstieg der Plasmaspiegel von (Fos-) 
Amprenavir, Atazanavir, Indinavir, Saquinavir, Lopinavir und in eingeschränktem 
Maß von Nelfinavir. Auf diese Weise können die PIs ohne Verlust der antiretroviralen 
Aktivität in ihrer Dosis reduziert werden (Flexner, 2000; Moyle et al., 2001; van 
Heeswijk et al., 2001). Der neuere PI Atazanavir zeigt in bisherigen Studien keine 
Erhöhung der Blutfette und ist somit eine viel versprechende Alternative bei Patien-
ten mit Fettstoffwechselstörungen unter PI-Therapie (Piliero, 2002; Piliero, 2004). 
1.3.2.2.  Resistenzentwicklung 
Neben den Nebenwirkungen ist eine Resistenzentwickung leider eine inhärente Be-
gleiterscheinung der Medikamenteneinnahme. 
Die Gründe für die Resistenzentwicklung sind vielfältig. Es finden sich äußere, phar-
makologische Faktoren und virologische Ursachen. 
1.3.2.2.1.  Äußere, pharmakologische Faktoren 
• Die Wahrscheinlichkeit der Resistenzentwicklung ist umso höher, je länger thera-
piert werden muss, im Fall der HIV-Infektion vermutlich lebenslang. 
• Suboptimale Medikamentenspiegel führen zu einer unzureichenden Suppression 
der Virusreplikation. Eine ungünstige Pharmakokinetik antiretroviraler Medika-
mente kann dazu beitragen. Auch die Nahrungsaufnahme oder andere Medika-
mente können die Bioverfügbarkeit beeinflussen. Daneben existieren aber auch 
individuelle Faktoren (genetische Polymorphismen des Patienten), die zu einer 
niedrigeren Wirkstoffkonzentration führen als gewünscht (Richman, 2001). 
• Auch zelluläre Faktoren wie die Aktion bestimmter Transporterproteine können zu 
einem erniedrigten intrazellulären Wirkstoffspiegel führen. Für PIs wurde hier das 
P-Glykoprotein MDR1 identifiziert (Lee et al., 1998), das auf der Plasmamembran 
verschiedener Zellen (z.B. Endothelzellen der Blut-Hirn- und Blut-Testes-
Schranke, intestinale Epithelzellen, bestimmte CD4 positive Zellen) lokalisiert ist. 
Es wirkt, indem es diese Medikamente wieder aus der Zelle pumpt (Miller, 2001). 
• Ein häufiges, schwerwiegendes Problem, das sich indirekt auf die Pharmakologie 
auswirkt, ist die mangelnde Compliance von Patienten, die dazu führt, dass Tab-
letten nur unregelmäßig, nicht in der richtigen Menge oder gar nicht eingenom-
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men werden. Dieses Verhalten wird durch die zum Teil beträchtliche Menge an 
Tabletten, komplizierte Einnahmevorschriften oder durch Nebenwirkungen der 
Medikamente begünstigt. 
1.3.2.2.2.  Virologische Ursachen 
• Die Replikationsrate von HIV bei fehlender oder unwirksamer antiretroviraler The-
rapie ist außergewöhnlich hoch. Es wird angenommen, dass HIV-1 in einem Jahr 
zwischen 140 und 300 oder mehr Replikationszyklen durchläuft (Coffin, 1995; Pe-
relson et al., 1996), da die durchschnittliche Lebensdauer einer produktiv-
infizierten CD4 positiven T-Zelle mehrere Tage beträgt (Ho et al., 1995; Wei et al., 
1995; Perelson et al., 1996). 
• Die Fehlerrate der HIV-1 Reversen Transkriptase bei der Synthese des DNA-
Stranges ist höher als bei anderen Viren, da sie nicht über eine Lesekontrolle und 
Korrekturmechanismen verfügt. Pro Replikationszyklus liegt die Mutationsrate 
zwischen 10-5 und 10-4 Mutationen pro Basenpaar, wobei am häufigsten der Ba-
senaustausch vorkommt, gefolgt von Mutationen des Leserasters (Mansky and 
Temin, 1995; Coffin, 1995). Aufgrund der Genomgröße von HIV (ca. 104 Basen-
paare) und der Tatsache, dass während der Latenzperiode pro Tag mindestens 
109 CD4-Lymphozyten neu infiziert (Ho et al., 1995) bzw. mindestens 1010 Virio-
nen insgesamt neu gebildet werden (Perelson et al., 1996) , kann davon ausge-
gangen werden, dass jede mögliche Punktmutation innerhalb des HIV-Genoms, 
die mit einer Resistenz assoziiert ist, während eines Tages entsteht (Coffin, 
1995). Varianten mit Doppel- und Mehrfachmutationen innerhalb eines Genoms 
kommen dagegen seltener vor. Die Mutationen führen zu einer veränderten Ab-
folge der Codons mit (in vielen Fällen) konsekutiver Änderung der Aminosäure-
sequenz der Proteine. Durch die hohe Replikations- und Mutationsrate entstehen 
genetisch unterschiedliche, in ihrer Replikationsfähigkeit vergleichbare Virusvari-
anten, die auch als Quasispezies bezeichnet werden (Coffin, 1995). 
• Zudem finden zwischen den HI-Viren Rekombination statt (Robertson et al., 1995; 
Diaz et al., 1995; Cornelissen et al., 1996; Cornelissen et al., 1997). 
• Unter den beschriebenen Virusmutanten existieren solche, bei denen die anti-
retroviralen Medikamente keine inhibitorische Wirkung mehr zeigen. In Gegen-
wart eines Reverse Transkriptase- oder Protease-Inhibitors besitzen diese Vari-
anten einen Replikationsvorteil gegenüber empfindlicheren Virussubpopulationen. 
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Sie werden daher als „resistent“ bezeichnet. Durch die medikamentöse Selektion 
fixiert sich diese Mutation. Die diese Mutation beherbergende Variante wird zur 
dominanten Spezies (Drake, 1993). 
• Als relativ neue Problematik wird die zunehmende Übertragung von resistenten 
HIV-Stämmen beobachtet. Eine Studie des Robert-Koch-Institutes mit aservierten 
Proben des Zeitraums 1996 - 1999 ergab eine allgemeine phänotypische Resis-
tenz von 13 %, wobei diese eher schwach ausgeprägt war und sich hauptsächlich 
auf NRTIs bezog (Duwe et al., 2001). In einer weiteren Studie zur Klärung der 
Prävalenz resistenz-assoziierter Mutationen wurden 2001 / 2002 184 therapienai-
ve HIV-Patienten in Nordrhein-Westfalen untersucht. Die Studie ergab bei der 
genotypischen Resistenztestung eine allgemeine Prävalenz von 14 %. Für die PIs 
war das Auftreten resistenz-relevanter Primärmutationen mit 2,1 % am gerings-
ten, während die klinisch kaum bedeutsamen Sekundärmutationen mit über 80% 
sehr häufig anzutreffen waren (Oette et al., 2004). Eine europäische Studie ermit-
telte ähnliche Werte: ca. 10 % aller untersuchten therapienaiven Patienten aus 19 
europäischen Ländern wiesen mindestens eine Resistenzmutation auf, wobei bei 
kürzlich infizierten die Rate mit 13,5 % wesentlich höher war als bei chronisch in-
fizierten (8,7 %) (Wensing et al., 2005). 
1.4.  Verfahren zur Resistenztestung 
Ein Indikator des Therapieversagens ist ein Anstieg der Viruslast als Zeichen einer 
gesteigerten viralen Replikation. Diese führt zu einer Beeinträchtigung der Immun-
funktion durch Abfall der T-Helferzellen und damit zu einer Verschlechterung des kli-
nischen Zustandes. Es ist deshalb erforderlich, Resistenzen durch Resistenztestun-
gen so früh wie möglich festzustellen, um den Patienten auf ein wirksames Therapie-
regime umzusetzen. Eine Resistenztestung ist auch vor dem initialen Therapiebeginn 
zur Klärung der Frage von Nutzen, welche Medikamente gemieden werden müssen 
(Sax et al., 2005). Die Abwesenheit von Resistenz lässt allerdings nicht zwingend auf 
eine dauerhafte Wirksamkeit des untersuchten Medikaments schließen, da die unter 
dem Selektionsdruck dominierende Virusvariante nicht die Gesamtheit des HIV-
Pools darstellt. Minorpopulationen, wie in 1.3.2.2.2 angeführt, können dem Resis-
tenztest entgehen. 
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Für die Notwendigkeit von Resistenztestungen sprechen mittlerweile mehrere pro-
spektive Studien (Durant et al., 1999; Baxter et al., 2000; Cignolani et al., 2002; Co-
hen et al., 2002; Wegner et al., 2004). 
Zur Diagnostik der Resistenzsituation der zirkulierenden Viruspopulationen eines 
HIV-positiven Patienten werden momentan zwei Methoden eingesetzt: der genotypi-
sche und der phänotypische Resistenztest. 
1.4.1.  Genotypische Testverfahren 
Bei den genotypischen Resistenztestungen wird die Empfindlichkeit gegenüber ei-
nem bestimmten Medikament nur indirekt bestimmt. Mit Hilfe dieser Verfahren wer-
den resistenzassoziierte Mutationen in den Zielproteinen der Inhibitoren, d.h. den 
RT- bzw. PR-kodierenden Regionen des Virusgenoms (RNA oder cDNA) detektiert. 
Der Nachweis dieser Mutationen erfolgt entweder über bestimmte Hybridisierungs-
verfahren oder über direkte Nukleotid-Sequenzierung der RT- und PR-kodierenden 
Region, deren Basenfolge mit der des Wildtyp-Virus verglichen wird. Die Grundlage 
der Interpretation des Genotyps ist der Vergleich mit dem dazugehörigen Phänotyp. 
Entsprechende Daten wurden über in-vitro Selektionsstudien in Zellkulturen, klini-
sche Beobachtungen und parallele Messung mit einem phänotypischen Testverfah-
ren gewonnen. Zur Beurteilung der Resistenzprofile werden mittlerweile zusätzlich 
auch online Datenbanken (z.B. Stanford-Database; geno2pheno) herangezogen. Der 
Vorteil der Genotypisierung liegt in seiner relativ schnellen und einfachen techni-
schen Durchführbarkeit. Zudem ist dieser Test im Vergleich zur Bestimmung des 
Phänotyps die preiswertere Alternative. 
Ein Problem der Genotypisierung besteht darin, dass gerade komplexe Mutations-
muster schwer zu interpretieren sind und stark von der Routine und Erfahrung des 
Beurteilers abhängen. Bei neu eingeführten Medikamenten ist die Korrelation zur 
phänotypischen Datenlage zudem oft noch so dürftig, dass keine oder nur sehr unsi-
chere Aussagen getroffen werden können. Da die Erkenntnisse über bestimmte Mu-
tationen und deren Einfluss auf die Wirksamkeit einzelner antiretroviraler Medika-
mente zum Teil über Studien unter Monotherapie gewonnen wurden, kann der 
Transfer dieser Daten bei tatsächlicher Gabe einer Kombinationstherapie problema-
tisch sein. 
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1.4.2.  Phänotypische Testverfahren 
Die phänotypische Resistenzbestimmung ist eine direkte Messung der Medikamen-
tenempfindlichkeit. Dabei wird entweder die Hemmung der viralen Replikation oder 
die Hemmung der Enzymaktivität der Reversen Transkriptase / Protease in Anwe-
senheit einer antiretroviralen Substanz gemessen. 
Die auf Replikation basierenden Assays werden mit rekombinanten Viren im Zellkul-
tursystem durchgeführt. Meist werden die Sequenzbereiche des pol-Genes, die für 
die RT / PR-Region der Patienten kodieren, mittels PCR amplifiziert und über homo-
loge Rekombination in einen RT / PR-deletierten proviralen HIV Laborklon einge-
bracht und in Zellkultur repliziert (= Recombinant Virus Assay / RVA). Eine andere 
Möglichkeit besteht darin, eine PBMC-Kultur mit dem vollständigen Virusisolat des 
Patienten zu infizieren. In beiden Fällen wird mit Verdünnungsreihen des zu testen-
den antiretroviralen Medikaments dann die Replikationsaktivität des Virus (z. B. 
durch Quantifizierung des produzierten p24 Antigens) gemessen (Garcia-Lerma und 
Heneine, 2001). Alle bisher kommerziell angebotenen phänotypischen Resistenz-
tests basieren auf dieser Methodik. 
Ein Nachteil der auf Replikation basierenden phänotypischen Resistenzassays ist 
der Umgang mit vermehrungsfähigen Viren bzw. Plasmiden. Deshalb sind bei diesen 
Testsystemen hohe Sicherheitsvorkehrungen zum Infektionsschutz des Laborperso-
nals nötig (S3-Bedingungen). Außerdem ist die Durchführung dieser Methode sehr 
zeitaufwändig (2-4 Wochen) und kostenintensiv. Kritisch muss man auch die Über-
tragung der unter unnatürlichen Wachstumsbedingungen gewonnenen Ergebnisse 
auf die komplexe Situation im menschlichen Körper sehen. Extensive Kokultivierung 
kann zu einer Änderung des Resistenzmusters des kultivierten HIV-Stammes führen, 
die die Resistenzsituation verfälscht (Debiaggi et al., 2002). 
Enzymatische Resistenztests gehen anders vor: RT-Resistenztests benutzen ein 
definiertes RNA-Template, aus dem mittels RT-Aktivität c-DNA gebildet wird. Die c-
DNA wird nach Amplifikation z. B. durch eine auf ELISA-basierende Hybridisation 
detektiert (Garcia-Lerma und Heneine, 2001). Die für die enzymatische Resistenztes-
tung der HIV-Protease etablierte Methode, die in dieser Doktorarbeit angewandt 
wurde, wird in 1.4.3 beschrieben.  
Alle phänotypischen Tests bestimmen die Substanzkonzentration, bei der 50 % bzw. 
90 % der viralen Replikation oder der Enzymaktivität gehemmt werden (inhibitory 
concentration50 / IC50 bzw. inhibitory concentration90 / IC90). Die Ergebnisse werden 
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mit den entsprechenden IC50 bzw. IC90-Werten des Wildtyps verglichen. Aus den 
Quotienten ergeben sich die Resistenzfaktoren. Diese Werte sind für den Kliniker 
leichter verständlich als genotypische Resistenzprofile. Trotzdem können auch diese 
Werte noch nicht abschließend beurteilt werden, da klinische Schwellenwerte (soge-
nannte „cut-offs“), die zwischen sensitiv, intermediär-resistent und resistent unter-
scheiden, bisher nicht klar definiert sind (Rusconi, 2000; García-Lerma und Heneine, 
2001; Haubrich et al., 2005). 
Ein Vorteil der phänotypischen Methode liegt darin, dass es sich, wie oben bereits 
erwähnt, um eine direkte empirische Messung handelt, so können auch komplexe 
Resistenzmuster beurteilt werden. Dies spielt vor allem bei Proteaseinhibitoren eine 
Rolle, da trotz intermediärer Resistenzlage noch eine Wirksamkeit vorhanden sein 
kann (Richman, 2004). Besonders geeignet ist der phänotypische Resistenztest auch 
zur Bestimmung der Resistenzlage bei neuen antiretroviralen Medikamenten, über 
die oft noch keine ausreichenden Informationen über Resistenzmutationen vorliegen. 
Daneben können auch neue Resistenzmuster gegenüber bereits etablierten anti-
retroviralen Substanzen detektiert werden (Richman, 2004; Shafer and Schapiro, 
2005). 
Bisher durchgeführte Studien, die den Einsatz geno- und phänotypischer Verfahren 
miteinander verglichen, kamen zu unterschiedlichen Aussagen: Bei Patienten mit 
limitierten therapeutischen Optionen konnte neben der Genotypisierung kein zusätz-
licher Wert der phänotypischen Testung gezeigt werden (Dunn et al., 2005). Eine 
weitere Untersuchung sah einen leichten Vorteil der phänotypischen Resistenztes-
tung bei Patienten mit resistenteren Virusvarianten (Haubrich et al., 2005). Bei Pati-
enten mit Therapieversagen und der Verwendung von Nevirapin, Efavirenz bzw.   
Abacavir als Bestandteil einer HAART konnte in einer anderen Untersuchung nach-
gewiesen werden, dass die phänotypische Resistenztestung bei der Interpretation 
unklarer genotypischer Daten hilfreich sein kann (Ochoa et al., 2005). 
1.4.3.  Beschreibung der dieser Arbeit zugrunde liegenden Methode 
Der in der vorliegenden Arbeit angewandte, enzymatische phänotypische Resistenz-
test (Gehringer, 2001), der am Max-von-Pettenkofer Institut entwickelt wurde, beruht 
auf der rekombinanten Expression der HIV-1 Protease aus HI-Viren von Patienten in 
E. coli (von der Helm et al., 1994). Nach deren Herstellung und Aufreinigung wird die 
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Proteaseaktivität (im Reagenzglas) in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen 
an Proteaseinhibitoren bzw. ohne Inhibitor gemessen.  
Zur Gewinnung des viralen Enzyms wird aus Patientenblut entweder virale RNA ext-
rahiert und in cDNA umgeschrieben oder DNA aus infizierten PBMCs des Patienten 
gewonnen. Der PR-kodierende Genabschnitt wird mittels PCR amplifiziert und in ei-
nen Vektor einkloniert. Dieses Konstrukt wird in E. coli-Zellen transformiert und dort 
exprimiert. Das so produzierte Enzym wird mit Hilfe einer raschen Ein-Schritt-
Reinigung aus den Bakterienzellen isoliert. Ein entscheidender Schritt bei dieser Auf-
reinigung ist die Fällung mit Salzsäure, durch die die HIV-Protease im Gegensatz zu 
praktisch allen anderen im Ansatz vorhandenen Proteinen nicht irreversibel denatu-
riert wird. Nach Neutralisation und Aufkonzentrierung ist das Enzym wieder vollstän-
dig rekonstituiert und die Enzymaktivität kann gemessen werden. Mittlerweile wurde 
die HIV-Protease außerdem erfolgreich mittels eines kommerziellen in-vitro 
Transkriptions- / Translations-Testsystems exprimiert, was eine weitere Verbesse-
rung der Testprozedur bedeutet (Hoffmann et al., 2005). Für die Ermittlung der Pro-
teaseaktivität kommen zwei Detektionssysteme in Frage: Eine Ein-Punkt-Messung 
mit Hilfe der „Reversed Phase“-Chromatographie und eine kinetische Messung mit 
einem fluoreszierenden Substrat, die auch in der Arbeitsgruppe am Max-von-
Pettenkofer Institut entwickelt wurden. 
Die einzelnen Schritte sind im Material und Methoden-Teil erklärt und beschrieben. 
Diese enzymatische Methode hat gegenüber den auf Replikation beruhenden phäno-
typischen Zellkulturassays den entscheidenden Vorteil, dass (bis auf die Nukleinsäu-
reextraktion) nicht mit infektiösem Material gearbeitet werden muss. Zeitaufwändiges 
Arbeiten im Zellkultursystem entfällt, Resistenzergebnisse können innerhalb einer 
Zeitspanne von einer Woche generiert werden und die errechneten Kosten sind 
wahrscheinlich geringer als beim Zellkultursystem. 
1.5.  Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit 
Bisher wurden die mit dem in 1.4.3. beschriebenen phänotypischen enzymatischen 
Verfahren produzierten HIV-Proteasen meist aus DNA infizierter PBMCs aus Patien-
tenblut gewonnen, rekombinant exprimiert und die Enzymaktivität jeweils anschlie-
ßend chromatographisch gemessen (Gehringer, 2001). In einem kleineren Teil der 
Fälle wurde aber auch virale RNA aus Blutplasma, umgeschrieben in cDNA, heran-
gezogen. Bei zwei Patienten deutete ein Vergleich von DNA vs. RNA als Ausgangs-
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material der HIV-Protease im Rahmen der früheren Experimente darauf hin, dass bei 
hoher Viruslast von Patienten eine Übereinstimmung der Resistenzprofile besteht. 
Daraus wurde vorerst der Schluss gezogen, dass es ausreicht, die Analysen mit der 
einfacher zu handhabenden DNA durchzuführen (Gehringer, 2001). Allerdings wurde 
damit die grundsätzliche Frage, ob nämlich in anderen Fällen Unterschiede zwischen 
DNA- und RNA-Resistenz eines Patienten vorliegen könnten, nicht beantwortet. Bei 
der vorliegenden Arbeit ging es deswegen vorrangig um die Klärung der Frage, ob 
die frühere Schlussfolgerung grundsätzlich bei allen Patienten gerechtfertigt ist oder 
ob es Patienten gibt, bei denen Unterschiede in der phänotypischen Resistenz zwi-
schen HIV-1 RNA und PBMC-DNA der gleichen Blutprobe vorkommen, d.h. ob die 
aktuelle virale RNA möglicherweise Sequenzunterschiede gegenüber der vor viel-
leicht längerer Zeit integrierten proviralen DNA aufweist. Dabei sollten patientenspe-
zifische Daten wie die Höhe der Viruslast und die Zahl der CD4-positiven Zellen in 
die Interpretation miteinbezogen werden, um so eine eventuelle Korrelation mit dem 
Auftreten bzw. dem Fehlen von Unterschieden in der phänotypischen Resistenz dar-
zustellen. Ebenso sollten Erkenntnisse der viralen Dynamik bei der Ergebnisinterpre-
tation Beachtung finden. 
Die zu Beginn der vorliegenden Arbeit international publizierten Daten gaben auf die 
Fragestellung keine befriedigende Antwort, weil sie teilweise konträr in ihren Aussa-
gen waren (Kroodsma et al., 1994; Wei et al., 1995; Kaye et al., 1995 vs. Schapiro et 
al., 1996 vs. Gunthard et al., 1998; Koch et al., 1999; Devereux et al., 2000). Außer-
dem wurden diese Daten ausschließlich mit Hilfe genotypischer Methoden ermittelt. 
Deshalb wurde angenommen, dass gerade die Anwendung eines phänotypischen 
Resistenztestes, der ja den direkten Resistenzgrad bestimmt, besser interpretierbare 
Ergebnisse liefern könnte.  
Weiterhin ging es in der vorliegenden Arbeit um die Klärung der experimentellen 
Frage, welches der beiden zunächst benutzten, unterschiedlichen Testsysteme zur 
Bestimmung der enzymatischen Aktivität der Protease am zweckmäßigsten ange-
wandt werden sollte. Es standen die ursprünglich verwendete RPC (Gehringer, 2001) 
und ein kurz darauf neu entwickeltes kinetisches Fluoreszenztestsystem zur Verfü-
gung (Hoffmann, 2002). Durch vergleichende Messungen der Proteaseaktivität mit 
Hilfe der beiden Testsysteme sollte das sensitivere für die zu lösende Problematik 
ausgewählt werden. 
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Aus den gewonnenen Erkenntnissen sollte abgeleitet werden, welches Untersu-
chungsmaterial für die Durchführung des phänotypischen Resistenztestes am geeig-
netsten ist: 
• Virale RNA aus Patientenplasma oder 
• HIV-DNA aus PBMCs, aus Vollblut der Patienten extrahiert. 
Das wichtigste Ziel bei der Festlegung des Ausgangsmaterials sollte sein, die tat-
sächliche Resistenzsituation des Patienten abzubilden, um dem Arzt eine wirksame 
(aktuelle) Hilfe zur Therapiesteuerung zur Verfügung stellen zu können. Da dieser 
Test in die Routinediagnostik aufgenommen werden sollte, war es auch anzustreben, 
den Test mit möglichst geringem Aufwand und ohne unnötige Infektionsgefahr für 
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2.  Material und Methoden 
2.1.  Material und Bezugsquellen 
2.1.1.  HIV-Isolate 
HIV-Isolat Referenz / Bezugsquelle
MVPMVP899-87-87 WT Gürtler et al., 1994 
WT aus p64 Seelmeir, MvP 
2.1.2.  E. coli  
Bakterienstamm (relevanter) Genotyp Bezugsquelle 
E. coli TG1 supE thi-1 ∆(lac-proAB) ∆(mcrB-hsdSM)5 (rk- mk-) 
[F’ traD36 proAB lacIqZ∆M15] 
Stratagene, Heidelberg
2.1.3.  Medien  
(die Prozentangaben beziehen sich auf die Endkonzentration in den Lösungen) 
2.1.3.1.  Für die Anzucht von E.coli 
LB-Medium (pH 7,2) 
Bacto-Trypton 1,0 % 
Bacto-Hefeextrakt 0,5 % 
NaCl 0,5 % 
 
Zusätze für Agarplatten: 
Bacto-Agar 1,5 % 
Ampicillin 100 µg / ml 
2.1.3.2.  Für die Anzucht elektrokompetenter Zellen 
SOB-Medium (pH 6,8-7,2) 
Bacto-Trypton 2 % 
Bacto-Hefeextrakt 0,5 % 
NaCl 10 mM 
KCl 2,5 mM 
 
Nach dem Autoklavieren hinzufügen: 
MgSO4 10 mM 
MgCl2 10 mM 
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SOC-Medium 
SOB-Medium  
Glucose 20 mM 
2.1.4.  Lösungen und Puffer 
Ammoniakalische Silbernitratlösung 
Ethanol 15 % (v/v) 
NaOH 17,7 mM 
NH3 0,44 % (v/v) 
 ad 100 ml 
 
0,9 g AgNO3 in 4 ml Ampuwa-H2O lösen, langsam tropfenweise zugeben 
 
Anodenpuffer (Tricin-SDS-PAGE, Schägger und von Jagow, 1987) 
Tris 32 mM 
 
Mit HCl konz. auf pH 8,9 einstellen 
 
Entfärbelösung (Silberfärbung) 
Ethanol 10 % (v/v) 
Essigsäure 5,0 % (v/v) 
 
Entwickler (Silberfärbung) 
Zitronensäure 10 % 
Formaldehyd 0,037 % (v/v) 
Ethanol 10 % (v/v) 
 
Fixativ (Silberfärbung) 
Glutaraldehyd 1 % 
NaHCO3 0,2 M 
 
Gelfixer (Silberfärbung) 
Methanol 50 % (v/v) 
Essigsäure 10 % (v/v) 
 
Geltrocknungslösung 
Ethanol 20 % (v/v)
Glycerin 10 % (v/v)
 
Hämolysepuffer 
Bezugsquelle: Argene Biosoft, Varilhes, France 20-fach konzentriert; aus „CINA-Kit“ (Nr. 19-002)  
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Kathodenpuffer (Tricin-SDS-PAGE, Schägger und von Jagow, 1987) 
Tris 16 mM 
Tricin 16 mM 
SDS 0,55 mM; pH 8,2 
 
Lösungen für die Aufarbeitung der HIV-1 Protease 
Lösung 1: 
Na-Acetat pH 5,5 50 mM 
DTT 5 mM 
EDTA 1 mM 
Glycerin 15,0 % (v/v) 
 
Lösung 2: 
Na-Acetat pH 5,5 0,5 M 
DTT 5 mM 
EDTA 1 mM 
Glycerin 15,0 % (v/v) 
 
PBS-Puffer ( Sambrook et al., 1989) 
NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM 
Na2HPO4 10 mM 
KH2PO4 1,8 mM 
 pH 7,4 
 
RNA-Lösung 
Herstellung einer RNA-Lösung mit RNAse freiem Aqua dest.(10 mg / ml). Sie wurde anschließend im 
Heizblock für 15 min. bei 60 °C inkubiert, um evt. vorhandene DNAsen zu zerstören und die RNA 
möglichst vollständig zu lösen. Dann wurde die konzentrierte RNA-Lösung 1 : 5 mit RNAse-freiem 
Aqua dest. verdünnt und nochmals für 45 min. bei 60 °C im Heizblock inkubiert. 
 
RNAse-freies Wasser (Sambrook et al., 1989) 
DEPC 0,1 % 
 




TFA 0,065 % 
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B1: 
TFA 0,05 %
Acetonitril 80 % 
 
Beide Puffer wurden in entgastem Ampuwa-Aqua dest. gelöst. 
 
4xSEB (SDS-PAGE) 
TrisHCl pH 6,8 91 mM 
Glycerin 7,3 % (v/v) 
SDS 1,8 % 
2-Mercaptoethanol 2,6 M 
 
Bromphenolblau bis zu einer mittelblauen Färbung zugeben 
 
50x TAE (Sambrook et al., 1989) 
Tris 2 M 
Essigsäure 5,7 % (v/v) 
EDTA (pH 8,0) 50 mM 
2.1.5.  Chemikalien 
Aqua dest.: 
Für wässrige Lösungen der unten aufgeführten Substanzen wurde gereinigtes Wasser der Reinstwas-
seranlage (Firma Memtech, Morenweis) des Max-von-Pettenkofer Institutes verwendet.  
Für die molekularbiologischen, proteinbiochemischen und alle weitere Ansätze mit hohem Reinheits-
anspruch wurde steriles, bidestilliertes Wasser verwendet („Ampuwa“, Firma Fresenius, Bad Hom-
burg). 
 
Bezeichnung Abk. Formel Bezugsquelle 
Acetonitril  C2H3N Biomol, Hamburg 
Acrylamid/Bisacrylamid 40 %  C3H5NO Sigma-Aldrich, Deisenho-
fen 
Agar (Bacto-)   Difco, Detroit, Michigan, 
USA 
Agarose (SeakemLE)   BMA, Rockland, ME, USA 
Ammoniaklösung 32 %  NH3 Merck, Darmstadt 
Ammoniumchlorid  NH4Cl Merck, Darmstadt 
Ammoniumsulfat  (NH4)2SO4 Merck, Darmstadt 
Ampuwa-Aqua destilliert   Fresenius, Bad Homburg 






Citronensäure-Monohydrat  C6H8O7 x H2O Merck, Darmstadt 
Diethylpyrocarbonat DEPC  Sigma-Aldrich, Deisenho-
fen 
Dimethlysulfoxid DMSO C2H6OS Merck, Darmstadt 
Dinatriumhydrogenphosphat  Na2HPO4 Merck, Darmstadt 
Essigsäure (Eisessig) 100 %  CH3COOH Merck, Darmstadt 
Ethanol absolut EtOH C2H5OH Merck, Darmstadt 
Ethylendinitrilotetraessigsäure EDTA C10H14N2Na2O8 
x 2 H2O 
Merck, Darmstadt 
Formaldehydlösung min. 37 %  CH2O Merck, Darmstadt 
D-Glucose-Monohydrat  C6H12O6 x H2O Merck, Darmstadt 
Glycerin  C3H8O3 Merck, Darmstadt 
Hefeextrakt (Bacto-)   Difco, Detroit, Michigan, 
USA 
Isopropanol (2-Propanol)  C3H8O Merck, Darmstadt 
Lactose-Monohydrat  C12H22O11 x 
H2O 
Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat  MgSO4  x 7 H2O Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat  MgCl2 x 6 H2O Merck, Darmstadt 




Natriumchlorid  NaCl Merck, Darmstadt 
Salzsäure  HCl Merck, Darmstadt 
Silbernitrat  AgNO3 Biomol, Hamburg 
N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin TEMED 
 C6H16N4 Sigma-Aldrich, Deisenho-
fen 
Tricin  C6H13NO5 Roth, Karlsruhe 
Trifluoressigsäure  C2HF3O2 Merck, Darmstadt 
Trypton (Bacto-)   Difco, Detroit, Michigan, 
USA 
2.1.6.  Besondere Chemikalien 
Bezeichnung Konz. der Stammlösung Bezugsquelle 
Ampicillin-Natriumsalz 100 mg / ml in H2O Biomol, Hamburg 
PCR-Nukleotid-Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP) 
Boehringer / Roche, Mannheim 
RNA (aus Torula Yeast, Typ VI) 2 mg / ml in H2O Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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Terminator Ready Rxn Mix with 
AmpliTaq FS ("T-Mix") 
 Perkin Elmer, Weiterstadt 
pH-Pufferlösungen zur Kalibrie-
rung des pH-Meters  
(pH 4,01 / 7,00) 
 Mettler-Toledo GmbH, Stein-
bach 
2.1.7.  Enzyme 
Bezeichnung Konz. / Akt. der Stammlösung Bezugsquelle 
AmpliTaq-Polymerase 5 U / µl Perkin Elmer, Weiterstadt 
AmpliTaqGold-Polymerase 5 U / µl Perkin Elmer, Weiterstadt 
Benzonase > / = 250 U / µl Merck, Darmstadt 





40 U / µl 
40 U / µl 
Roche Diagnostics, Mannheim 
Reverse Transkriptase (RT) 
(SuperScript II RNaseH Rever-
se Transkriptase) 
200 U / µl Invitrogen life technologies, 
Karlsruhe / Carlsbad, California 
T4 DNA-Ligase 1 U / µl MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
2.1.8.  Besondere Materialien und Testkits 
Bezeichnung Verwendungszweck Bezugsquelle 
Gene Pulser Küvetten Elektroporation BioRad, München 
High Pure Viral Nucleic 
Acid Kit 
Isolierung der viralen DNA / RNA aus 400µl Serum/ 
Leukozyten Suspension  
Boehringer / Roche, 
Mannheim 
Küvetten ½ Mikro 
PMMA 
Enzymkinetische Messungen Mueller Ratiolab, 
Dreieich-
Buchschlag 
Mikrotiterplatten 96 well, 
PP, schwarz 
Enzymkinetische Messungen Nunc, Wiesbaden 
Nucleobond AX 20 Minipräparation von Plasmid-DNA zur 
Kontrolle des Elektroporationserfolgs 
Macherey und Na-
gel, Düren 
Nucleobond PC 100 Midipräparation von Plasmid-DNA Macherey und Na-
gel, Düren 
„PCR tubes“  Perkin Elmer 
Deutschland, Über-
lingen 
QIAEX II Agarose Gel 
Extraction Kit 
Elution von DNA aus Agarosegel, Aufreinigung 
Restriktions- Ansätze 
Qiagen, Hilden 
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2.1.9.  Geräte 
Bezeichnung Bezugsquelle 
ABI PRISM DNA Sequencer 977 einschl. Software Perkin Elmer, Weiterstadt 
ÄKTA design systems einschl. Software Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Brutschrank B 10 Memmert, Schwabach 
Elektrophorese: 
Agaroseeelektrophoresekammern einschl. Zubehör 
Proteinelektrophoresekammer E 5514 einschl. Zubehör 
 
bts, St. Leon Roth 
Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Geldokumentationsgerät E.A.S.Y. Win 32 Herolab, Wiesloch 
Gene Pulser Apparat II BioRad, München 
Heizblock Grant QBT Bachhofer, Reutlingen 
Küvettenfluorometer SM25 Biotek Kontron, Neufahrn 
Magnetrührer IKAMAG REO IKA Labortechnik, Staufen 
Mikrotiterplatten-Lesegerät: 
Fl 600 Microplate Fluorescence Reader 
 
Biotek Kontron, Neufahrn 
Mikrowellen-Gerät Micro-Chef FM B930 Moulinex, Solingen 
PCR-Cycler: 




Perkin Elmer, Weiterstadt 
pH-Meter pH 526 MultiCal Bachhofer, Reutlingen 
Photometer Ultrospec Plus Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 








Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 
Schüttler Innova 4000 New Brunswick Scientific, Nürtingen 
Spektralfluorometer SFM25 Biotek Kontron, Neufahrn 
Spektralfluorometer Fluoro Max? Spex Industries, Edison New Jersey, U-
SA? 
Sterilbank Laminar Flow BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnen-
bühl-Genkingen  
Sysmex, Gerät zur Zellzahleinstellung Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt 
Trocknungsrahmen für SDS-Gele Roth, Karlsruhe 
Ultraschallgerät Branson Sonifier B-15 Bachhofer, Reutlingen 
Vakuumpumpe MP 18 N Bachhofer, Reutlingen 
Vortex-2 Genie Bachhofer, Reutlingen 
Waage Ohaus Precision Advanced Electronic Balance 
GT400 
Bachhofer, Reutlingen 
Waage Sartorius Analytic wtm Wägetechnik, München 
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Zentrifugen: 
Centrifuge 5417C 
Kühlzentrifuge Sorvall RC-5B mit SS34/GSA-Rotor 
Kühlzentrifuge Rotixa/KS 
Kühlzentrifuge MIKRO 22 R 
 
Eppendorf, Hamburg 
DuPont Instruments, Bad Homburg 
Hettich, Tuttlingen 
Hettich, Tuttlingen 
Tab. 5  In dieser Arbeit verwendete Geräte 
2.1.10.  Software zur Auswertung der enzymkinetischen Messungen 
Bezeichnung Anwendungsgebiet  
Flucol 14 Steuerung von SM25 Labor Prof. Machleidt LMU Mün-
chen 
Flukin 49 Auswertung der SM25 Messungen Labor Prof. Machleidt, LMU Mün-
chen 
FigureP Enzymkinetische Auswertung der Messergeb-
nisse 
Biosoft, Cambridge, GB 
2.1.11.  Substrate der HIV-1 Protease 











* Spaltstelle der HIV-Protease 
BACHEM, Heidel-
berg 
2.1.12.  Inhibitoren der HIV-Protease 
Wirkstoff Abk Handelsname Bezugsquelle 
Amprenavir APV Agenerase Glaxo Wellcome, Greenford, GB 
Indinavir IDV Crixivan Merck Research Laboratories, Rahway NJ, USA 
Nelfinavir NFV Viracept Agouron Pharmaceuticals Inc., La Jolla, CA, USA
Ritonavir RTV Norvir Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA 
Saquinavir SQV Invirase/Fortovase Roche Products LTD., Welwyyn Garden City GB 
Lopinavir / Ritonavir LPV Kaletra Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA 
2.1.13.  Plasmide 
Name Relevanter Selektionsmarker Bezugsquelle / Referenz
pBD2 AmpR Bröker, 1986 
pBD2-WT AmpR Seelmeir, unveröffentlicht 
pBD2-Ro AmpR Seelmeir, unveröffentlicht 
p64 AmpR Seelmeir, unveröffentlicht 
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puc18 AmpR Stratagene, Heidelberg 
2.1.14.  Größenstandards DNA / Proteingel 
Bezeichnung Bezugsquelle 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix MBI Fermentas, St. Leon-Rot
BenchMark™ Protein Ladder Mix Gibco BRL, Eggenstein 
BenchMark™ Prestained Protein Ladder Gibco BRL, Eggenstein 
2.1.15.  Oligonukleotide 
Bezeichnung Nukleotidsequenz ( 5’ → 3’) Bezugsquelle / Referenz 
P3 CGC GGA TCC GGC CTT CCT ACA AGG GAA G Roth, Karlsruhe 
P4 GCC AAG CTT TCA AAA ATT TAA AGTGCA ACC Roth, Karlsruhe 
P3D2 CGG GGA TCC TTC AGA GCA GAC CAG AG Roth, Karlsruhe 
P4M GCC AAG CTT TCA AAA ATT TAA AGT GCA 
ACC AAT 
Roth, Karlsruhe 
Geno1N GGC TGT TGG AAA TGT GGR AAR GA Applied Biosystems, Weiter-
stadt 
Geno2N TTA CAT CAT TAG TGT GGG CA(G/C) Applied Biosystems, Weiter-
stadt; 
2.1.16.  Untersuchungsmaterial 
Zur Untersuchung wurde EDTA-Blut bzw. Plasma von HIV-infizierten Patienten aus 
verschiedenen Kliniken Münchens (Medizinische Klinik Innenstadt, Frauenklinik der 
Universität München, Medizinische Polikinik / HIV-Ambulanz, Dermatologische Kinik 
der Universität München, Klinikum Großhadern und Städtisches Krankenhaus Mün-
chen-Schwabing) und eine Blutprobe aus der Universitätsklinik Regensburg, die in 
den meisten Fällen zur genotypischen Resistenztestung an das Max-von-Pettenkofer 
Institut gesandt wurden, herangezogen. 
Die Viruslast der Patienten lag zwischen 1900 Kopien / ml und 230.000 HIV-RNA-
Kopien / ml. 
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2.2.  Methoden 
2.2.1.  Mikrobiologische und molekulargenetische Methoden 
2.2.2.  E. coli – Kultur 
E. coli-Kulturen wurden eingesetzt zur Überprüfung des Transformationserfolges ü-
ber eine DNA-Minipräparation (2.2.4.3.1), zur rekombinanten Expression der HIV-
Protease mit anschließender Midipräparation (2.2.4.3.2) und zur Herstellung elektro-
kompetenter Zellen (2.2.14.2). 
E. coli-Stämme wurden entweder als LB-Flüssigkulturen im Schüttler (220 rpm) oder 
auf LB-Agarplatten bei 37 °C im Brutschrank unter aeroben Bedingungen angezüch-
tet. Für die DNA-Minipräparation wurden entweder 5 ml E. coli Kultur in LB-Medium 
in Reagenzgläsern geschüttelt oder der Übernachtkultur einer Elektrotransformation 
entnommen. E. coli-Kulturen für die Midipräparation und die Herstellung elektrokom-
petenter Zellen wurden in Erlenmeyerkolben in entsprechenden Mengen LB-Medium 
hochgezogen. 
2.2.3.  Glycerinkultur 
Zur Konservierung elektrokompetenter Zellen und bereits in E. coli transformierter, 
rekombinanter Plasmide zur späteren Expression der HIV-Protease wurden 400 µl 
einer E. coli-Kultur mit dem gleichen Volumen Glycerin (konzentriert) in einem Gefäß 
„safe lock“ (Eppendorf AG, Hamburg) gevortext und bei -70 °C aufbewahrt.  
2.2.4.  Isolierung von Nukleinsäuren 
2.2.4.1.  Isolierung von genomischer DNA aus PBMCs von Patienten 
Zur Isolierung von DNA aus PBMCs wurden zuerst die Erythrozyten durch Zugabe 
von 8 ml Hämolysepuffer (aus CINA Kit, s.o.) zu 2 ml EDTA-Blut und Inkubation bei 
Raumtemperatur für 5 min lysiert. Nach Zentrifugation für 10 min bei ca. 800 UPM 
wurde der Überstand abgenommen und mit weiteren 8 ml Hämolysepuffer resuspen-
diert. Nach Zentrifugation unter identischen Bedingungen wurde das Zellpellet in 1 ml 
PBS-FKS-Gemisch aufgenommen und mit Hilfe des Sysmex-Zellzähl-Geräts auf eine 
Zellzahl von 1,2 x 106 / ml eingestellt. Zur Extraktion der proviralen HIV-DNA wurde 
die Zellsuspension aufkonzentriert, indem sie 1 min bei 1000 UPM zentrifugiert und 
800 µl des Überstandes verworfen wurde. Die Restmenge von 200 µl wurde in den 
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„High Pure Viral Nucleic Acid“-Isolationskit eingesetzt und nach Herstellerangabe zur 
Gewinnung der DNA verarbeitet. Die isolierte DNA wurde als Template für die PCR 
verwendet oder bis zur Amplifikation bei -20 °C gelagert.  
2.2.4.2.  Isolierung von viraler RNA aus Patientenplasma 
Nach Abtrennung der zellulären Bestandteile von EDTA-Vollblut wurde in Modifikati-
on der Volumenangaben der Protokollvorschrift des „High Pure Viral Nucleic Acid-
Kits“ 400 µl Plasma mit 100 µl Proteinase K versetzt und nach Inkubation und An-
zentrifugation 200 µl Isopropanol zugegeben. Nach Zusatz von 500 µl Inhibitor Rem-
oval Puffer wurde die Isolierung gemäß der Anleitung des Herstellers fortgesetzt. Die 
Elution der Nukleinsäure erfolgte mit 50 µl Elutionspuffer in ein sauberes Nuklease-
freies 1,5 ml Reaktionsgefäß. Die isolierte RNA wurde anschließend 10 min bei 65 
°C linearisiert und danach entweder sofort für die c-DNA-Synthese verwendet oder 
bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C aufbewahrt. 
Prinzip des “High Pure Viral Nucleic Acid”- Aufreinigungssystems: 
Die DNA/RNA wird durch Lyse mittels Proteinase K freigesetzt. Die Nukleinsäure 
wird danach an eine Glasfasermatrix gebunden. Die anschließenden Waschschritte 
dienen der Entfernung aller anderen störenden Materialen. Durch Elution mit Nuklea-
se-freiem Aqua dest. erhält man schließlich gereinigte DNA / RNA. 
2.2.4.3.  Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
2.2.4.3.1.  Minipräparation 
Eine Minipräparation zur Extraktion rekombinanter DNA aus E. coli und Kontrolle des 
Transformationserfolges wurde routinemäßig nach der Elektrotransformation durch-
geführt. Es kamen zwei Methoden zur Anwendung: 
 
a) DNA-Präparation mit Hilfe des Nucleobond AX20-Isolationskits 
 
Es wurden 5 ml einer LB-Kultur gemäß Testprotokoll eingesetzt und nach Hersteller-
vorgabe zur Gewinnung von Plasmid-DNA verarbeitet. 
Prinzip: Bei diesem Testkit handelt es sich um einen aus Silicagel bestehenden Ani-
onenaustauscher, der die anionischen Nukleinsäuren sehr spezifisch bindet. An-
schließend wird die DNA mit Salzlösungen (KCl) aufsteigender Konzentration eluiert. 
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b) Ein modifiziertes Protokoll der „boiling method“ (nach Del Sal; 1988, modifiziert 
von J. Blusch) 
 
Diese Methode wurde mit 1 ml einer Übernachtkultur durchgeführt. Die Zentrifugati-
onsschritte fanden in der Tischzentrifuge „Centrifuge 5417C“ der Firma Eppendorf 
bei 14000 UPM statt. Nach Abzentrifugieren des Überstandes (1 min) wurde dem 
Bakterienpellet 4 µl Lysozym (5 mg / ml) und 200 µl STET-Lösung (8 % Saccharose; 
0,1 % TritonX-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 8,0) zugesetzt. Nach intensi-
vem Vortexen  wurde der Ansatz 5 min bei Raumtemperatur und anschließend weite-
re 5 min bei 95 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (5 - 10 min) wurde das pelletierte 
Zell-Lysat mit einer sauberen Pipettenspitze entfernt. Zum Überstand wurden 8 µl 
CTAB- Lösung (5 %) zugefügt. Nach Zentrifugation (5 min) wurde der Überstand 
verworfen und der Komplex mit 500 µl Aqua dest. gewaschen. Zum Pellet wurden 
300 µl 1,2 M NaCl gegeben und der Ansatz für weitere 5 min zentrifugiert. Die DNA 
im Überstand wurde mit 750 µl Ethanol präzipitiert, 10 min zentrifugiert und anschlie-
ßend mit 200 µl Ethanol (70 %) gewaschen. Das gewonnene Pellet wurde getrocknet 
und in 30 µl Aqua dest. aufgenommen. Für die Restriktion wurden hiervon 5 µl ein-
gesetzt. Damit wurde überprüft, ob das rekombinante Plasmid tatsächlich transfor-
miert wurde. Bei einer erfolgreichen Transformation war nach Restriktion und Auf-
trennung im Agarosegel eine dem HIV-Protease-Gen entsprechenden Bande bei 500 
bp sichtbar. 
Prinzip: Mit Hilfe von Lysozym, einem Detergenz (Triton), osmotischem Stress (Sac-
charose) und Hitze wird die Plasmid-DNA aus den Bakterienzellen freigesetzt. Wäh-
rend der Aufreinigung wird die DNA an CTAB gebunden und mit NaCl wieder eluiert.  
2.2.4.3.2.  Midipräparation 
Die Isolierung größerer Mengen an Plasmid-DNA für die Vektorherstellung erfolgte 
mit Hilfe des Nucleobond PC100 Kit aus 50-100 ml LB-Kultur nach Herstellerangabe. 
2.2.5.  Molekulargenetische Ansätze 
2.2.5.1.  Reverse Transkription  
Für die nachfolgende PCR muss die RNA zunächst in c-DNA umgeschrieben wer-
den. Dies sollte möglichst bald nach der Extraktion geschehen, da DNA wesentlich 
stabiler als RNA ist. In ein RNAse freies Eppendorfgefäß (Eppendorf Biopur®, Ep-
Material und Methoden  42 
pendorf AG, Hamburg) wurden zur Durchführung der reversen Transkription pipet-
tiert: 
 
5 x Puffer 4 µl
DTT (0,1 M) 2 µl
dNTP (5 mM) 2 µl
3´Primer (Geno2) 2 µl
Superscript II-Reverse Transkriptase (200 U / µl) 0,2 µl
RNA-Eluat 10 µl
Gesamtvolumen ca. 20 µl
 
Zu beachten ist, dass die isolierte RNA vor dem Mischen mit den Transkriptionsrea-
genzien 10 min bei 65 °C inkubiert wird. Dann wird die RNA für 1 Stunde bei 45 °C in 
cDNA umgeschrieben 
2.2.5.2.  Nested Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Ziel der PCR 
Die PCR dient der Vervielfältigung eines Genabschnittes (Amplifikation), in diesem 
Fall der Amplifikation des Genabschnittes der HIV-Protease auf der proviralen DNA 
bzw. nach der reversen Transkription des entsprechenden Genbereichs auf der syn-
thetisierten c-DNA. Dies ist nötig, da die Menge an isolierter bzw. umgeschriebener 
c-DNA für die weiterführenden Versuche nicht ausreicht. 
 
1. PCR: 
Die erste PCR dient der Vervielfältigung eines Genbereichs, innerhalb dessen die 
HIV-Protease liegt. Das Amplifikationsprodukt wird dann in die 2. PCR (entspricht der 
nested PCR) eingesetzt, in der ein weiter eingegrenzter, die HIV-Protease eng um-
fassender Genabschnitt vervielfältigt und damit die Amplifikationseffizienz erhöht 
wird. Die 1. PCR wurde mit Reagenzien des “Expand Long Template PCR Systems” 
(Roche, Mannheim) durchgeführt. Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
 
Template 
(cDNA nach RT bzw. DNA-Eluat) 
10 µl
dNTP (je 1,25 mM) 14 µl
10x Puffer 5 µl
Primer 1 (Geno1N, 10 µM) 2 µl
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Primer 2 (Geno2N, 10 µM) 2 µl
Taq Polymerase (5 U / µl) 0,75  µl
Aqua dest. 16,25 µl
Gesamtvolumen 50 µl
 
Die 1. PCR-Reaktion wurde im Thermocycler 9600 der Firma Perkin Elmer mit fol-
gendem Programm durchgeführt: 
 
Schritt   Vorgang 
1. 2 min 92 °C Denaturierung der DNA 
2. 10 sec 92 °C Denaturierung der DNA 
3. 30 sec 50 °C Anlagerung der Primer (Annealing)  
4. 2 min 68 °C Polymerisation durch Taq-Polymerase 
Die Schleife (Schritt 2. - 4.) wurde 10 x wiederholt; Temperaturanstieg 4 °C / s 
5. 10 sec 92 °C siehe 2. 
6. 30 sec 50 °C siehe 3. 
7. 2 min 68 °C siehe 4. 
Die Schleife (Schritt 5. - 7.) wurde 25 x wiederholt; Temperaturanstieg 2 °C / s (5.) bzw. 1 °C / s (6. u. 
7.) 
8. 7 min 68 °C Vervollständigung der DNA-Strangsyn-these 
9. ∞ 4 °C Kühlen des Ansatzes 
 
2. PCR: 
Um die Ausbeute an PCR-Produkt zu maximieren, wurde eine weitere PCR ange-
schlossen. Die Primer der 2. PCR begrenzen einen Genabschnitt von 500-600 bp 
Länge. Anfangs wurde Version A für die Amplifikation gewählt. Aus Gründen, die im 











Material und Methoden  44 
Version A: 
Amplifikat 1. PCR 1 µl
dNTP (je 10 mM) 1,25 µl
10 x Puffer (ohne MgCl2) 5 µl
MgCl2 (25 mM) 6 µl
Primer 1 (P3 ; 10 µM) 2 µl
Primer 2 (P4 ; 10 µM) 2 µl
AmpliTaq Gold Polymerase (5 U / µl). 0,3 µl




Amplifikat 1. PCR 1 µl
dNTP (je 1,25 mM) 8 µl
10 x Puffer (ohne MgCl2) 5 µl
MgCl2 (25 mM) 6 µl
Primer 1 (P3D2 ; 10 µM) 5 µl
Primer 2 (P4M ; 10 µM) 5 µl
AmpliTaq Gold Polymerase (5 U / µl). 0,3 µl
Aqua dest. 19,7 µl
Gesamtvolumen 50 µl
 
Für die 2. PCR A und B wurde ein Cycler von Biometra mit folgendem Programm 
benutzt: 
 
Schritt   Vorgang 
1. 12 min 95 °C Denaturierung der DNA und Aktivierung der AmpliTaqGold-Polymerase
2. 30 sec 94 °C  
3. 45 sec 48 °C Schritt 2. bis 5. siehe 1. PCR 
4. 60 sec 72 °C  
Diese Schleife (Schritt 2. - 4.) wurde 40 x wiederholt 
5. 15 min 72 °C  
6. ∞ 4 °C Kühlen des Ansatzes 
2.2.5.3.  Ausschluss der Kontamination von DNA in der RNA-Extraktion 
Um phänotypische Resistenzergebnisse aus DNA bzw. RNA-Material gegenüberstel-
len zu können, muss eine separate Aufarbeitung ausgehend von der jeweiligen Nuk-
leinsäure gewährleistet sein. Bei der DNA-Analyse stellt die RNA-Kontamination kein 
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Problem dar, da hier der Schritt der reversen Transkription fehlt und die RNA-Matrize 
mit der verwendeten Polymerase nicht vervielfältigt wird. Bei der RNA-Analyse hin-
gegen muss die Präsenz von DNA-Kontamination ausgeschlossen werden, da die 
DNA bei der nachfolgenden PCR mitamplifiziert wird und so das Ergebnis verfäl-
schen könnte. Deshalb wurde als Kontrolle das RNA-Eluat ohne vorherige reverse 
Transkription (siehe 2.1.4.1) direkt in die nested PCR eingesetzt. Nach der 2. PCR 
wurden 5 µl PCR-Produkt auf ein Agarosegel (2.2.6.) aufgetragen. Eine fehlende o-
der nur sehr schwache Bande bei ca. 500 bp in Zusammenschau mit dem Ergebnis 
der PCR-Amplifikation aus RNA nach reverser Transkription wurde als Nachweis da-
für angesehen, dass keine bzw. keine für die nachfolgende Amplifikation relevante 
Menge an entsprechender DNA-Matrize im RNA-Eluat vorhanden war. Eine deutliche 
Bande entsprechender Größe sprach hingegen für DNA-Verunreinigung. Diese „kon-
taminierten“ Proben wurden von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. 
2.2.5.4.  PCR mit Plasmid als Matrize für Sequenzierung 
Zur Überprüfung der HIV-Proteaseregion auch nach Restriktion, Ligation und Elektro-
transformation, wurden stichprobenartig Minipräparationen (2.2.4.3.1.) nach Elektro-
poration (2.2.14.) und Übernachtkultur einer Sequenzanalyse unterzogen.  
 
Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
Minipräparation 1 µl
dNTP (je 1,25 mM) 10 µl
10 x Puffer (ohne MgCl2) 5 µl
MgCl2 6 µl
P3 bzw. P3D2 3-5 µl
P4 bzw. P4M 3-5 µl
AmpliTaq Gold Polymerase (5U / µl) 0,3 µl
Aqua dest. ad. 50 µl
 
Die Amplifikationsbedingungen waren identisch mit den unter 2.2.5.2. für die 2. PCR 
beschriebenen Angaben. 
2.2.5.5.  Sequenzierung der amplifizierten HIV-1-Protease-Fragmente 
Für die Sequenzierung wurde das in 2.1.3 gewonnene Eluat des PCR-Produktes  
oder eine Plasmidpräparation aus einer E.coli-Kultur verwendet. Die Sequenzierung 
wurde nicht routinemäßig durchgeführt, sondern nur im Falle von deutlichen Diskre-
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panzen zwischen DNA und RNA und als stichprobenartige Kontrolle um festzustel-
len, ob die Sequenz der HIV-Protease kodierenden Region während des komplexen 
Präparationsablaufs, insbesondere während der rekombinanten Expression im E.coli 
System unverändert blieb. Die Sequenzierungsergebnisse der RNA wurden freundli-
cherweise von der diagnostischen Abteilung des Max-von-Pettenkofer Institutes zur 
Verfügung gestellt. 
2.2.5.5.1.  Sequenzierungsreaktion 
Mit den Amplifikaten der HIV-Protease-Region wurde jeweils mit den bereits in der 
PCR verwendeten Forward- bzw. Reverse-Primern eine Sequenzierungsreaktion 
durchgeführt. Die durchgeführte Sequenzierungsmethode basiert auf dem Prinzip 
des „Dye-Dideoxy-Sequencing“ (Sanger et al.; 1977). 
 
Der Sequenz-Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 
T-Mix, Big Dye 4 µl 
aufgereinigtes PCR-Fragment 1-2 µl 
in der 2. PCR verwendeter Primer: 
P3 bzw. P3D2 oder P4 bzw. P4M 
0,5 µl (5´und 3´getrennt)
Aqua dest. ad. 20 µl 
 
Der Ablauf der Sequenzreaktion fand im „Uno II Silver Thermocycler“ (Biometra, Göt-
tingen) mit dem folgendem Programm statt: 
 
Schritt   Vorgang 
1. 2 min 96°C Denaturierung der DNA  
2. 15 sec 94°C Denaturierung der DNA 
3. 15 sec 50°C Annealing der Primer 
4. 4 min 60°C DNA-Strangverlängerung durch AmpliTaq FS-Polymerase 
Diese Schleife (Schritt 2. - 4.) wurde 15 x wiederholt; der Temperaturanstieg („ramp“) wurde auf 1 °C 
/ s eingestellt 
5. ∞ 4°C Kühlen des Ansatzes 
2.2.5.5.2.  Aufreinigung des Sequenzansatzes 
20 µl der Sequenzprobe wurden mit 50 µl Ethanol absolut und 2 µl Na-Acetat (pH 
5,2) für 10 min. auf Eis gefällt. Nach Zentrifugation in der Kühlzentrifuge bei 4 °C und 
14000 UPM für 30 min. wurde der Überstand entfernt. Das Pellet wurde mit 250 µl 70 
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%-igem Ethanol gewaschen. Nach abermaliger Zentrifugation bei 4 °C und 14000 
UPM für 10 min. und Abpipettieren des Überstandes wurde das Pellet bei Zimmer-
temperatur getrocknet. Bis zur Gelelektrophorese wurde die Probe bei 8 – 12 °C im 
Kühlschrank aufbewahrt 
2.2.5.5.3.  Sequenzanalyse 
Die Gelelektrophorese zur Bestimmung der Sequenz der HIV-Protease-Region wur-
de im Einspurverfahren auf dem „ABI PRISM DNA Sequencer377A“ (Perkin Elmer, 
Weiterstadt) nach den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Die Auswertung 
des Bandenmusters erfolgte mit Hilfe des „ABI Sequence Navigator“-Programmes 
(Perkin Elmer, Weiterstadt). 
2.2.6.  Agarosegel-Elektrophorese 
Nukleinsäuren können aufgrund ihrer Größe im Agarosegel durch das Anlegen elekt-
rischer Spannung aufgetrennt werden. Kleinere Moleküle gelangen dabei leichter 
durch die Matrix des polymerisierten Geles und laufen deshalb schneller und weiter 
als größere Nukleinsäuremoleküle. 
Zur Herstellung eines Geles wurde die Agarose (Endkonzentration 1,4 %) mit 1x 
TEA-Puffer gemischt und durch kurzes Aufkochen in der Mikrowelle gelöst. Danach 
wurde dem Gel 0,5 µg / ml Ethidiumbromid zugefügt und diese Mischung in den mit 
Spacern abgedichteten und mit einem Kamm versehenen Elektrophoreseschlitten 
gegossen. Für das analytische Agarosegel wurden 50 ml, für präparative Gele 200 
ml verwendet. Nach dem Erkalten wurde der Kamm entfernt, das Gel in eine Gel-
kammer gesetzt und 1 x TAE Puffer bis zur vollständigen Bedeckung zugegeben. Die 
DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen 6 x „loading dye“ versetzt und in die Gel-
taschen pipettiert. Für ein 50 ml-Gel wurden 5 µl, für ein 200 ml-Gel 45 µl DNA Probe 
pro Tasche eingesetzt. In eine weitere Geltasche wurde 1 bzw. 2 µl des Längenmar-
kers „GeneRulerTM DNA Ladder Mix“, der nach Herstelleranweisung mit Aqua dest. 
und 1x loading dye versetzt wurde, eingebracht. Die Konzentration der DNA in dieser 
Lösung beträgt 83 µg / ml. Das 500 bp lange Fragment macht 7 % dieser Menge 
aus. Durch den Vergleich mit dem Längenmarker kann das ca. 500 bp lange HIV-
Protease-Gen identifiziert werden, außerdem kann dessen ungefähre Menge durch 
die Dicke der Bande abgeschätzt werden, was für den Einsatz des HIV-Protease-
Gens in der Ligation von Bedeutung ist.. 
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Die Auftrennung der DNA-Proben erfolgte bei einer Spannung von 70 V bei Verwen-
dung einer kleinen Gelkammer oder bei Verwendung einer großen Kammer bei einer 
Spannung von 110 V. 
Mit Hilfe des Ethidiumbromids können die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar ge-
macht werden. Diese Substanz interkaliert in die Doppelhelixstruktur der DNA und 
fluoresziert bei Anregung mit UV-Licht. 
2.2.7.  Analyse des PCR-Produktes aus DNA / cDNA 
Auf das Agarosegel (50 ml) wurden in jede Spur 5 µl PCR-Produkt (siehe 2.2.5.2.) 
aufgetragen und aufgetrennt. Das Ergebnis wurde photographisch dokumentiert, mit 
dem Längenmarker verglichen und nur die Proben mit einer entsprechenden Bande 
von 500 bis 600 bp für das präparative Gel eingesetzt.  
2.2.8.  Präparatives Gel und Elution des Proteasefragmentes aus dem Agarosegel 
Die restlichen 45 µl des PCR-Produktes wurden auf ein präparatives Agarosegel 
(200 ml) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die korrekte „Proteaseban-
de“ bei 500 - 600 bp wurde so exakt wie möglich mit einem sterilen Skalpell ausge-
schnitten und in ein Eppendorfgefäß (1,5 ml) überführt. Die DNA wurde anschließend 
mit dem „QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen (Hilden) aus dem 
Gel nach Herstellerangabe extrahiert und gereinigt. Unter den Elutionsoptionen wur-
de jene gewählt, bei der zunächst 25 µl Aqua dest. verwendet werden, gefolgt von 
einer zweiten Elution mit 20 µl Aqua dest. Für das weitere Vorgehen standen also ca. 
45 µl des gereinigten PCR-Fragmentes, das die HIV-Protease kodiert, zur Verfü-
gung.  
Prinzip: Das verwendete Testsystem macht sich die quantitative Bindung von Nuk-
leinsäure an Silikat-Gel-Partikel in Anwesenheit von hochkonzentrierten Salzlösun-
gen zunutze. Nach diversen Waschschritten führt Aqua dest. zur Ablösung der Nuk-
leinsäure vom Adsorptionsmaterial (Niedrigsalzbedingungen). 
2.2.9.  Restriktion 
Die Primer der 2. PCR besitzen an ihren Enden Schnittstellen für die Restriktionsen-
zyme BamHI (P3, P3D2) und HindIII (P4, P4M). Nach dem Schneiden dieser Enden 
ist es möglich, das DNA-Eluat mit der genetischen Information der HIV-Protease in 
einen mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor einzuklonieren. 
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Der Restriktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 




BamHI (40 U/µl) 0,5 µl 
HindIII (40 U/µl) 0,5 µl 
Aqua dest. 9 µl 
 
Das Protease-Fragment wurde 2 Stunden bei 37 ° C restringiert. 
Nach dem Schneiden wurde der Ansatz entweder aufgereinigt oder bei -20 °C auf-
bewahrt. 
2.2.10.  Aufreinigung des Restriktionsansatzes 
Mit Hilfe des oben beschriebenen QIAEXII Kits wurden Salze der Pufferlösung und 
die Restriktionsenzyme entfernt, die die nachfolgende Ligation (2.2.13.) stören könn-
ten. Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben. Nach Lufttrocknung bei 
Raumtemperatur wurde die DNA mit 25 µl Aqua dest. eluiert. 
2.2.11.  Bestimmung der Konzentration des geschnittenen Proteasefragmentes 
Es wurden 5 µl DNA-Eluat aus der Aufreinigung des Restriktionsansatzes auf ein 
Agarosegel (50 ml) aufgetragen. Da die Menge des mitgelaufenen Längenmarkers 
und der prozentuale Anteil der 500 bp Bande bekannt waren (siehe 2.2.6.), konnte 
die ungefähre Menge des PCR-Produktes abgeschätzt werden. Für die Abschätzung 
ist es wichtig, dass die Vergleichsbande eine ähnliche Größe aufweist, da die Menge 
an eingelagertem Ethidiumbromid auch von der Größe der DNA Moleküle abhängt 
und die Signalstärke entsprechend variiert. 
2.2.12.  Vektorherstellung 
2.2.12.1.  Allgemeines 
Die Herstellung der HIV-Protease basiert auf deren rekombinanten Expression in E. 
coli. Dafür muss das Genfragment, das die Protease kodiert, erst in einen Vektor 
einkloniert werden. Dieses Konstrukt wird dann in Bakterien transformiert. 
Für die Vektorherstellung wurde der puc-Abkömmling pBD2 verwendet, der eine ver-
kürzte Form des lacZ-Genes von E. coli enthält. Dieses Gen wird sowohl am 5´ als 
auch am 3´ Ende von einer Polylinkerregion flankiert (Bröker et al., 1986). Gene, die 
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an diese Form des lacZ-Genes gekoppelt sind, haben den Vorteil, dass durch die 
Verbindung mit einem bakteriellen Protein eine intrazelluläre Degradierung des Gen-
produktes eingeschränkt wird. Durch die Restriktion mit den Enzymen BamHI und 
HindIII in der Polylinkerregion erhält man überhängende Enden, die mit den unter 
den gleichen Bedingungen geschnittenen Enden des PCR-Produktes (Protease-
Fragment) durch Ligase kovalent verknüpft werden können. 
2.2.12.2.  Midipräparation des Plasmids pBD2 
Zunächst wurde eine ausreichende Menge des Plasmids pBD2 hergestellt und ge-
schnitten, damit für die durchzuführenden Ligationen mit dem Protease-Genfragment 
aus Patientenmaterial genügend Vektor der gleichen Charge zur Verfügung stand. 
Dafür wurde eine bereits vorhandene pBD2-Lösung (190 µg / ml) 1:1000 verdünnt. 
Für den Transformationsansatz wurden 2 µl dieser Verdünnung mit 10 µl elektro-
kompetenten Zellen und 30 µl Aqua dest. gemischt und für die Elektroporation ver-
wendet (Bedingungen siehe 2.2.14.3.). Die der Elektroporation unterzogene Zellsus-
pension wurde nach Zugabe von 960 µl SOC-Lösung und einstündiger Inkubation im 
Schüttler bei 37 °C auf LB / Ampicillin-Agar ausplattiert. Die Platten wurden über 
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Abend des nächsten Tages wurde von den gewachse-
nen Kolonien eine ausgewählt und in 50 ml LB-Medium mit Ampicillinzusatz über-
impft. Diese Kultur wurde über Nacht im Schüttler bei 37 °C inkubiert. Am nächsten 
Tag erfolgte die Plasmidpräparation mit dem Kit „Nucleobond AX100“ der Firma Ma-
cherey & Nagel. Dabei wurde nach Herstelleranweisung vorgegangen.  
2.2.12.3.  Konzentrationsbestimmung des Plasmids 
Die Konzentrationsbestimmung der extrahierten Plasmid-DNA erfolgte durch photo-
metrische Messung (Photometer: Ultrospec Plus) in Quarzküvetten bei 260 und 280 
nm. Der Absorptionswert = 1 bei einer OD von 260 nm entspricht dabei einer DNA-
Konzentration von 50 µg / ml (bei einer Küvettenschichtdicke von 1 cm). Zusätzlich 
wurde der Quotient OD260nm / OD280nm ermittelt, der ein Maß für die Reinheit der Nuk-
leinsäure darstellt. Bei Werten zwischen 1,6 und 2,0 liegt die Nukleinsäure in relativ 
sauberer Form vor. Bei Verunreinigungen mit Proteinen ist der Quotient meist < 1,6, 
bei Verunreinigungen mit RNA ist er in der Regel > 2 (Sambrook et al., 1989). 
Die hergestellte Plasmidpräparation wies eine Konzentration von 170 µg/ml auf (bei 
einer Ratio OD260nm / OD280nm von 1,53). 
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2.2.12.4.  Restriktion und Aufreinigung des Plasmids 
In 3 Ansätzen wurden jeweils 20 µl Plasmid (entspricht 3,4 µg DNA) mit 40 U BamHI 
und Restriktionspuffer gemischt und mit Aqua dest. auf 30 µl aufgefüllt. In weiteren 3 
Ansätzen wurde anstatt BamHI 40 U HindIII zugefügt. Danach erfolgte eine einstün-
dige Restriktion bei 37 °C. 2 µl aus jedem Ansatz wurden auf ein Agarosegel (50 ml) 
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt, um zu überprüfen, ob die Plasmide 
vollständig geschnitten worden waren. Bei vollständiger Restriktion eines einfach ge-
schnittenen Plasmids sieht man eine Bande, beim Vorhandensein ungeschnittener 
Plasmidanteile wären unter Umständen noch weitere Banden sichtbar (z.B. supercoi-
led DNA). Die restlichen 28 µl der 6 ersten Restriktionsansätze wurden mit 40 U des 
jeweils anderen Enzyms (wenn zuerst BamHI verwendet wurde, wurde HindIII zuge-
fügt und umgekehrt) unter den oben genannten Bedingungen geschnitten. Hierbei 
betrug das Gesamtvolumen des Restriktionsansatzes 50 µl.  
Anschließend wurde die geschnittene Plasmid-DNA auf einem präparativen Gel ana-
lysiert. Nach exaktem Ausschneiden der entsprechenden Bande bei ca. 500 bp wur-
de die DNA  mit dem QIAEXII Kit aus dem Gel extrahiert. Die Aufreinigung erfolgte 
nach Anleitung des Herstellers mit Ausnahme der Elutionsvolumina, die im ersten 
Durchgang 30 µl und bei der zweiten Elution 20 µl betrugen. Die auf dem Gel abge-
schätzte Menge an Vektor-DNA betrug 80 µg / ml. 
Da die Rate der Selbstligation bzw. des nicht geschnittenen Vektors mit 2000 Kolo-
nien nach Elektroporation (siehe 2.2.13. und 2.2.14) zu hoch war, wurde die oben 
beschriebene Prozedur wiederholt. Hierzu wurden für die Restriktionen jeweils 80 U 
Enzym verwendet. Die anschließend durchgeführte Ligation ohne Zugabe von Frag-
ment ergab 190 Kolonien / Platte. Dieses Ergebnis wurde unter den beschriebenen 
experimentellen Bedingungen als akzeptabler Background angesehen.  
2.2.13.  Ligation 
In diesen Reaktionsschritt wurde das bereits geschnittene PCR-Produkt (siehe 2.2.8. 
- 2.2.11.) in den hergestellten Vektor mit Hilfe des Enzyms Ligase einkloniert. 
 
Für diesen Ansatz wurde verwendet: 
Restringierter Vektor ca. 50 ng 
Restringiertes Fragment ca. 5-fache der molaren Menge des Vektors
T4 DNA-Ligase (1U/µl) 1 µl 
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10x Ligationspuffer 1 bzw.2 µl 
Aqua dest. ad 10 bzw. 20 µl 
 
Bei jedem Ansatz wurde eine Vektorkontrolle mitgeführt, um das Ausmaß der 
Selbstligation oder nicht geschnittenen Vektors einzuschätzen. Hierbei wurde die 
Ligation ohne Zugabe von Insert durchgeführt. Der Ansatz wurde über Nacht im 
Kühlschrank bei ca. 9 °C inkubiert.  
2.2.14.  Elektrotransformation  
2.2.14.1.  Vorbereitung des Ligationsansatzes für die Elektroporation 
Da bei der Durchführung der Elektroporation keine Salze vorhanden sein dürfen, 
musste der Ligationsansatz vorher aufgereinigt werden. Dafür wurde das Volumen 
zuerst mit Aqua dest. auf 100 µl erhöht. Durch Zugabe von 1 µl RNA-Lösung (2 
mg/ml), 10 µl 3 M Na-Acetat-Lösung (pH 5,2) und  3 Volumeneinheiten (330 µl) E-
thanol absolut wird das DNA-Konstrukt 30 min. bei -20°C gefällt und anschließend 25 
min. bei 14000 UPM und Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach zweimaligem Wa-
schen mit 300 bzw. 200 µl 70 % Ethanol wurde das Pellet in 15 µl Aqua dest. aufge-
nommen. Das Eluat kann bis zum Einsatz in die Elektroporation bei - 20°C aufbe-
wahrt werden. 
2.2.14.2.  Herstellung elektrokompetenter Zellen 
(Modifiziertes Protokoll nach Dower et al., 1988) 
 
Aus einem Originalstock der in Glycerin bei -70 °C aufbewahrten elektrokompetenten 
E.coli Zellen wurde jeweils mit einer Impföse in 2 x 5ml LB-Bouillon eingeimpft. Die 
Bakterienkultur wird über Nacht bei 220 UPM und 37 °C geschüttelt und am nächs-
ten Morgen in einen Kolben mit 500 ml LB überführt. Die Zellen wurden bis zu einer 
OD590nm zwischen 0,5 und 1 (entspricht der exponentiellen Wachstumsphase / mid-
log growth phase; siehe auch Gehringer, 2001) vermehrt. Da die Elektroporation bei 
hoher elektrischer Spannung durchgeführt wird, benötigt man Zellsuspensionen mit 
sehr niedriger Leitfähigkeit. Deshalb wurden die Bakterien durch die im Folgenden 
beschriebenen Waschschritte von störenden Ionen befreit. Alle Arbeitsschritte wur-
den bei durchgehender Kühlung auf Eis mit gekühlten Gefäßen und Lösungen 
durchgeführt. Die Zentrifugation erfolgte jeweils 15 min. bei 4000 UPM und 4°C. Zu-
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erst wurde die Kultur in 250 ml-Zentrifugenbecher gefüllt und mit je 250 ml Aqua 
dest. (Ampuwa) gewaschen. Der zweite bzw. dritte Waschschritt wurde mit 125 ml 
bzw. 50 ml Aqua dest. (Ampuwa) durchgeführt. Dann wurde das Pellet in je 15 ml 
10%-igem Glycerin resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Die Zellen wurden in 
jeweils 500 µl 10 %-igem Glycerin aufgenommen, in vorgekühlte Eppendorfgefäße 
(„safe lock“) aliquotiert und mit Hilfe eines Trockeneis/Ethanol-Gemisches schockge-
froren. Die Aufbewahrung erfolgte bei -70 °C. Die hergestellten Glycerinkulturen sind 
6 Monate haltbar, sollten allerdings nach dem Auftauen nicht mehr eingefroren und 
erneut verwendet werden. 
2.2.14.3.  Elektroporation 
(Modifiziertes Protokoll nach Dower et al., 1988) 
 
Prinzip: 
Bakterien werden mit DNA gemischt und kurzzeitig einem elektrischen Feld mit hoher 
Spannung ausgesetzt. Dadurch werden die Bakterien durchlässig für Nukleinsäuren. 
Die Elektroporation wird bei niedrigen Temperaturen (zwischen 0°C und 4°C) durch-
geführt, da empirisch festgestellt wurde, dass die Transformationseffizienz bei Raum-
temperatur um das ca. 100–fache sinkt. Mit Hilfe dieser Methode kann die Transfor-
mationseffizienz bis zu 109 - 1010 Kolonien/µg DNA betragen. Dies ist von großer 




Die konzentrierten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Pro Ansatz wurden 40 µl der e-
lektrokompetenten Zellen in ein auf Eis gekühltes 1,5 ml Reaktionsgefäß transferiert. 
Zu den Zellen wurden 7 µl des aufgereinigten, ionenarmen Ligationsansatzes pipet-
tiert. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Am Ge-
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Kondensatorkapazität 25 µFarad 
Spannung 2,5 kVolt (für Küvetten mit 0,2 cm Abstand /„gap“ zwi-
schen den Kontaktflächen der Elektroden) 




Die Zell-DNA-Mischung wurde in gekühlte Elektroporationsküvetten (mit 0,2 cm 
„gap“) überführt und einem elektrischen Puls ausgesetzt. Bei den oben genannten 
Einstellungen betrug die Pulsdauer ca. 4,8 msec. Danach wurden die Zellen sofort 
von den Elektroden entfernt und mit 960 µl SOC-Medium (Raumtemperatur bzw. 
37°C) versetzt. Der Ansatz wurde in sterile Reagenzgläser überführt und eine Stunde 
bei 37 °C und 200 UPM geschüttelt. 
Dieser Schritt führt zur Ausbildung der Ampicillinresistenz von E. coli (bei erfolgrei-
cher Transformation des Resistenzplasmides). 
Nach der Inkubation wurden 100 µl des Ansatzes auf eine ampicillinhaltige LB-
Agarplatte ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Der restliche Ansatz wur-
de mit 9 ml LB-Ampicillin-Bouillon versetzt, auf zwei sterile Reagenzgläser verteilt 
und über Nacht bei 37 °C und 220 rpm geschüttelt. 
 
Kontrolle der Transformationseffizienz: 
10 pg des Plasmids puc18 wurden mit 40 µl elektrokompetenten Zellen unter den 
oben genannten Bedingungen transformiert. Nach der einstündigen Inkubation wur-
den 10 µl hiervon auf eine Agarplatte verteilt. Am nächsten Tag wurden die Kolonien 
gezählt und die Transformationseffizienz für 1 µg Plasmid-DNA berechnet. In den 
durchgeführten Transformationsexperimenten lag die Effizienz zwischen 1,9 x 108 bis 
8,3 x 109 Kolonien pro 1 µg des Plasmides puc18. 
2.2.15.  Kultur der transformierten Zellen 




Von 10 ml der über Nacht inkubierten E.coli-Kultur nach Transformation wurden vor-
ab 1 ml für eine Minipräparation und 0,5 ml für eine Glycerinkultur verwendet. Die 
restlichen 8,5 ml wurden in 500 ml LB-Ampicillin in einen 2 l Kolben überimpft und im 
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Schüttler Innova 4000 (New Brunswick Scientific, Nürtingen) bei 220 rpm und 37 °C 
inkubiert, bis eine OD590nm zwischen 0,4 und 0,5 erreicht wurde. Der Ansatz wurde 
2,5 h unter den oben genannten Bedingungen inkubiert. Dann wurde die Bakterien-
kultur auf 2 Zentrifugenbecher mit 250 ml Fassungsvermögen aufgeteilt und 5 min. 
bei 4 °C und 5000 UPM abzentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde bei -20 °C auf-
bewahrt oder sofort weiterverarbeitet.  
 
Prinzip: 
Die Transkription des Lac-Operons auf dem PBD2-Insert-Konstrukt wird durch die 
Zugabe einer Laktoselösung (0,2 % in LB) induziert. Dadurch wird das nachgeschal-
tete, inserierte Proteasegen des Patienten im bakteriellen System abgelesen und 
translatiert. Aufgrund von Vorversuchen (Lindhofer et al., 1995) ist bekannt, dass 
sich die Protease aus dem Vorläuferprotein nur am aminoterminalen Ende heraus-
spalten kann, am carboxyterminalen Ende ist hingegen der Einbau eines Stoppco-
dons nötig, das durch die Wahl einer entsprechenden Primersequenz in die Amino-
säuresequenz eingebracht wurde. Die HIV-Protease wird nach der intrazellulären 
Expression nicht sezerniert. Aufgrund der hohen lokalen Konzentration akkumuliert 
das Enzym dabei zu sogenannten inclusion bodies. Diese zeichnen sich durch eine 
hohe Dichte aus, weshalb sie durch Zentrifugation angereichert werden können. Auf-
grund ihrer Kompaktheit sind sie im Wesentlichen geschützt vor bakteriellen Protea-
sen und anderen degradierenden Einflüssen. 
2.3.  Proteinchemische Methoden 
2.3.1.  Gewinnung der Protease aus Bakterienzellen 
Durchführung: 
Zur weiteren Aufarbeitung wurden die E. coli –Sedimente mit je 30 ml PBS, versetzt 
mit einer 0,2 %-igen Tween 20-Lösung, resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 
Lysozym (Endkonzentration 200 µg / ml) und 1 U/ml Benzonase hinzugefügt. Nach 
einer Inkubation für 30 min. bei 37 °C wurde die Mischung 10 min. bei 12000 UPM 
und 4 °C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Dem gewonnenen Pellet wurde 
wiederum die oben beschriebene PBS / Tween-Lösung zugefügt und dieses mit Hilfe 
einer Ultraschallbehandlung in Lösung gebracht. Danach erfolgte eine Zentrifugation 
unter den oben genannten Bedingungen. Dieser Schritt wurde 3x wiederholt. Das 
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erhaltene Sediment wurde in 10 ml Lösung 1 durch Ultraschallbehandlung resuspen-
diert, mit HCl auf einen pH von 2,0 eingestellt und 30 min auf Eis gerührt. Nach 
Zentrifugation wurde der Überstand mit einem äquivalenten Volumen Lösung 2 ver-
setzt und weitere 30 min auf Eis gerührt. Um die HIV-Protease im Ansatz anzurei-
chern, wurde eine Fällung mit Ammoniumsulfat (50 % Sättigung) 2 - 3 h auf Eis oder 
über Nacht auf Eis im Kühlschrank durchgeführt. Nach zwei Zentrifugationsschritten 
für 15 und 10 min. bei 12000 UPM und 4 °C zur Entfernung des Überstandes wurde 
das Sediment der HIV-Protease mit 300 - 500 µl (das Volumen richtete sich nach der 
Größe des Pellets) Assaypuffer (mit 10 % DMSO) versetzt und durch gleichmäßiges 
Mischen und Inkubation auf Eis für mindestens 30 min. resuspendiert. In dieser Form 
kann die HIV-Protease über Jahre bei -20 °C aufbewahrt werden. 
 
Prinzip: 
Das Detergenz Tween 20 und das Enzym Lysozym bewirken ein Aufbrechen der 
Bakterienzellwände und damit eine Freisetzung des Zellinhaltes, unter anderem auch 
der HIV-Protease. Da Nukleinsäuren die nachfolgende Wasch- und Zentrifugations-
prozedur durch ihre Viskosität stören, erfolgt ein Verdauungsschritt mit Benzonase. 
Die Ultraschallbehandlung führt zu einer Zerstörung der bakteriellen Strukturproteine, 
die dann mit PBS ausgewaschen werden. Im Gegensatz dazu hält die HIV-Protease 
dieser Behandlung stand, da sie nach der Translation in Form der in 2.2.15. be-
schriebenen inclusion bodies vorliegt. Die Behandlung mit HCl führt zur Lösung der 
HIV-1-Protease aus den inclusion bodies. Zudem werden noch vorhandene Protein-
reste von E. coli irreversibel denaturiert, während die HIV-Protease diesem Schritt 
gegenüber weniger empfindlich ist. Durch Neutralisierung mit Lösung 2 wird die HIV-
Protease renaturiert und damit funktionsfähig.  
2.3.2.  Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der Protease (PR)-Lösung 
Die Gesamtproteinkonzentration der PR-Lösungen wurde bestimmt, um vergleichba-
re Proteinmengen auf das SDS-Gel aufzutragen. Dafür wurde das Verfahren nach 
Bradford (1976) angewandt, das darauf beruht, dass Comassie Brillant Blau eine 
Verbindung mit Proteinen eingeht und sich dadurch das Absorptionsmaximum von 
465 nm auf 595 nm verschiebt. 
Für die Bestimmung wurde 1 ml einer 1:5 verdünnte Bradfordlösung (Testkit Firma 
Biorad, München) mit einem geeigneten Volumen einer Proteaselösung versetzt. Der 
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Ansatz wurde nach dem Mischen für 5 min. inkubiert und anschließend die Extinktion 
bei 595 nm photometrisch gemessen. Mit Hilfe einer Eichkurve aus verschiedenen 
Konzentrationen einer BSA-Lösung wurde der Proteingehalt der jeweiligen PR-
Lösung ermittelt.  
2.3.3.  SDS-PAGE mit Tricingel  
Das Gel diente dem Nachweis der HIV-Protease mit einer entsprechenden Bande 
bei 11 kDa. Für die Auftrennung von Proteinen mit niedrigem Molekulargewicht wie 
der HIV-Protease (11 kDa) ist die SDS-Page mit tricinhaltigem Kathodenpuffer be-
sonders geeignet. Sie basiert auf der diskontinuierlichen Methode nach Schägger 
und Jagow (1987). Das Gel setzt sich aus 3 Phasen mit den folgenden Komponenten 
zusammen: 
 
 „seperating gel“ „spacer gel“ „stacking gel“
40 % Acrylamid 8,9 ml 5,4 ml 0,9 ml 
Gelpuffer 8,9 ml 8,9 ml 2,8 ml 
Glycerin 2,8 ml - - 
Aqua dest. 6,0 ml 12,4 ml 7,5 ml 
APS (100 mg / ml) 88,9 µl 88,9 µl 88,9 µl 
TEMED 8,9 µl 8,9 µl 8,9 µl 
 
Zwischen zwei, mit Ethanol gereinigten, Glasplatten wurde ein Abstandshalter einge-
legt und das Gelsystem mit Klammern fixiert. In den Zwischenraum wurden nachein-
ander das „seperating gel“ (Höhe 13 cm) und das „spacer gel“ eingegossen (Höhe 4 
cm). Die zwei Phasen wurden mit einigen mm Aqua dest. zum Schutz vor Austrock-
nung und zum Sichtbarmachen der Polymerisierung überschichtet. Nach der Poly-
merisation bei Raumtemperatur wurde das „stacking gel“ zugegossen und mit einem 
Kamm versehen. Die anschließende Auspolymerisation erfolgte über Nacht im Kühl-
schrank. Am nächsten Tag wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer eingesetzt. 
Die Proteaselösungen wurden auf 1 mg / ml eingestellt, 60 µl davon wurden mit 20 µl 
4xSEB versetzt und für 5 min. im Wasserbad aufgekocht. Je 7 µl dieser Mischung 
wurden in eine Geltasche gefüllt. Als Proteinmarker wurden 10 µl ebenfalls aufge-
kochte Protein Ladder-Lösung (Gibco BRL) und 15 µl Prestained Marker mitgeführt. 
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte über Nacht bei 30 mA und 90 - 100 V 
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nachdem das Gel eine Stunde bei 20 mA eingelaufen war. Als Laufpuffer dienten der 
Anoden- und der Kathodenpuffer. 
2.3.4.  Silberfärbung des SDS-Proteingeles 
Die Silberfärbung dient der Sichtbarmachung der elektrophoretisch aufgetrennten 
Proteine.  
Alle Waschschritte erfolgten unter Schwenken in Aqua dest. für 10 min. 
Nach Entfernen aus den Platten wurde das SDS-Polyacrylamid-Gel für 20 - 30 min. 
in der Fixierlösung 1 geschüttelt. Anschließend wurde es zweimal gewaschen und in 
der Fixierlösung 2 für 15 - 30 min geschwenkt. Dann wurde das Gel wieder zweimal 
gewaschen. Zur Durchführung der Silberfärbung wurde das Gel für 20 - 40 min. in 
ammonikalischer Silbernitratlösung unter Schütteln inkubiert. Nach einem weiteren 
Waschschritt wurde der Entwickler zugegeben, bis die Bandenfärbung optimal er-
schien. Anschließend kam das Gel zum Abstoppen der Entwicklung in die Entfärbe-
lösung. Nach mehrmaligem Waschen wurde das gefärbte Gel photographiert oder für 
30 min. in Geltrocknungslösung geschwenkt und in Trocknungsrahmen für SDS-Gele 
über Nacht getrocknet. 
2.4.  Phänotypische Resistenzbestimmung der HIV-Protease 
2.4.1.  Ermittlung der phänotypischen Resistenz über Reversed Phase Chroma-
tographie (RFC) mit Hilfe einer Endpunktbestimmung 
2.4.1.1.  Spaltungsansatz und Inhibitionsreaktion 
Das für den Spaltungsansatz verwendete „HIV Proteasesubstrat III“ wurde mit DMSO 
in eine 4 mM Lösung gebracht und mit 1xAssay-Puffer auf 0,4 mM verdünnt. Dieses 
Substrat besitzt die leicht veränderte Spaltstelle des natürlichen HIV-Protease-
Substrates nach dem Capsid-Protein. Die verdünnte Substratlösung wurde bei -20°C 
eingefroren und ein Aliquot kurz vor dem Spaltungsansatz auf Eis aufgetaut. 
Zur Inhibition wurden die damals in Deutschland verfügbaren PIs eingesetzt (Ampre-
navir, Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir). Die Stocklösungen besaßen 
eine Konzentration von 10 mM in DMSO. Die verwendeten Verdünnungen wurden 
ebenfalls mit DMSO hergestellt. 
50 µl Substratlösung (0,4 mM) wurde mit 1 - 10 µl Proteaselösung (konzentriert bis 
1:5 verdünnt) und 10 µl DMSO in einem Reaktionsgefäß gemischt und mit Aqua 
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dest. auf 100 µl aufgefüllt. Dieser Ansatz wurde für 15 min. bei 37 °C im Heizblock 
inkubiert. Die Spaltungsreaktion wurde mit 300 µl 0,065 % TFA-Lösung gestoppt und 
der Ansatz auf Eis abgekühlt. Der pH-Wert nach Abstoppen der Reaktion betrug 4,0. 
Der Ansatz wurde für 3 min. in der Kühlzentrifuge bei 4 °C und 10000 UPM zentrifu-
giert, um Verunreinigungen, die die Chromatographie stören könnten, zu entfernen. 
Der gesamte Ansatz wurde in die ÄKTA-Anlage (Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg) zur chromatographischen Analyse überführt.  
Anhand der vom Gerät ermittelten AUC (area under the curve) der Peaks des unge-
spaltenen Substrates sowie der beiden Spaltprodukte kann der Anteil an gespaltenen 
Substrat ermittelt werden (siehe B.5.1.2). Die Proteasemenge, die 50 % des Substra-
tes spaltete, wurde für die Inhibitionsreaktion eingesetzt. 
Die Inhibitionsreaktion enthielt folgende Komponenten: Volumen der ermittelten Pro-
teasemenge, 50 µl Substratlösung (0,4 mM), 10 µl Inhibitorverdünnung unterschiedli-
cher Konzentration (10-4 M bis 10-7 M und 3,3 x 10-4 M bis 3,3 x 10-7 M in Zehnerstu-
fen) und Aqua dest. in einem Gesamtvolumen von 100 µl. Sie wurde unter den oben 
genannten Bedingungen durchgeführt. 
Anhand der Analyse mittels RPC wurde diejenige Inhibitorkonzentration ermittelt, bei 
der nur noch 50 % der Ausgangsspaltung vorlag. Diese Konzentration entsprach der 
IC50 des jeweiligen Inhibitors. 
2.4.1.2.  RPC-Analyse 
Die Auftrennung der Spaltungsansätze erfolgte über die „ÄKTA“-Anlage mit einer 
Nucleosil 120 - 5 C18-Säule (Macherey und Nagel, Düren) als „reversed phase“ 
Chromatograpie (RPC). Die RPC beruht auf der Trennung von Proteinen und Pepti-
den unterschiedlicher Hydrophobizitätsstärke aufgrund deren reversiblen Interaktion 
mit der hydrophoben Oberfläche der Säulenmatrix. Zur Elution wurde das organische 
Lösungsmittel Acetonitril verwendet, das im RPC-Puffer B1 enthalten ist. Als Laufpuf-
fer diente die Lösung A11. Die Dauer eines Laufes betrug 11 min. Nach 1 min. wurde 
die zu analysierende Probe automatisch dem System zugeführt, anschließend wurde 
3,5 min. lang mit dem Puffer A11 ungebundenes Material ausgewaschen. Mit Aceto-
nitril wurde für 4 min. ein Gradient von 0 bis 80 % aufgebaut, dadurch wurden die 
gebundenen Peptide von der Säule eluiert. Danach erfolgte die Reäquilibrierung der 
Säule mit dem Laufpuffer A11.  
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Die Messung der Menge an Substrat und deren Spaltprodukten erfolgte bei einer 
Wellenlänge von 215 nm. Die Retentionszeit des Substratpeaks betrug 6,85 min, die 
beiden Peaks der Spaltprodukte erschienen bei den Retentionszeiten 6,35 und 6,55 
min.  
Nach Bestimmung der AUC der einzelnen Peaks wurde der Anteil an gespaltenem 
Substrat mit folgender Formel berechnet: 
 
                                               AUC1 + AUC2 
gespaltenes Substrat [%] = 
                                         AUC0 + AUC1 + AUC2  
 
AUC1 = integrierte Fläche des Peaks des Spaltproduktes 1 (Retentionszeit 6,35 min) 
AUC2 = integrierte Fläche des Peaks des Spaltproduktes 2 (Retentionszeit 6,55 min) 
AUC0 = integrierte Fläche des Peaks des ungespaltenen Substrates (Retentionszeit 6,85 min). 
2.4.2.  Ermittlung der phänotypischen Resistenz mit Hilfe einer kontinuierlichen, en-
zymkinetischen Messung unter Verwendung eines Fluoreszenzsubstrates 
Pro eingesetzte Inhibitorkonzentration sind mit der in 2.4.1.1. beschriebenen Ver-
suchsdurchführung 30 min zu veranschlagen. Damit ist diese Methode sehr zeitauf-
wändig und aufgrund der Ein-Punkt-Messung relativ ungenau. Von D. Hoffmann 
wurde deshalb ein Fluoreszenz-basierter enzymkinetischer Assay entwickelt, der ei-
nen höheren Durchsatz an Patientenproben erlaubt und dessen Ergebnisse zudem 
über die Bestimmung bestimmter enzymkinetischer Parameter (Ki) exakter sind 
(Hoffmann et al., 2000; Hoffmann et al., 2001; Hoffmann, 2002). 
2.4.2.1.  Testprinzip 
Das verwendete Substrat ist ein Octapeptid, dessen Schnittstelle sich von der p17/24 
Schnittstelle im Vorläuferproteins Pr 55 GAG herleitet (Matayoshi et al., 1990). 
Am C-terminalen Ende befindet sich EDANS als Fluorophor, N-terminal ist der Quen-
cher) DABCYL angehängt. Durch intramolekulare Elektronenverschiebung wird die 
zugeführte Anregungsenergie auf den Quencher übertragen und das Fluoreszenz-
signal  stark reduziert. Spaltet die HIV-Protease das Substrat, kann dieser Energie-
transfer nicht mehr stattfinden und eine Fluoreszenzsignal wird ausgestrahlt, das ge-
genüber dem gequenchten Signal 40 x stärker ist (Matayoshi et al., 1990). Dabei ist 
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die Zunahme der Fluoreszenz direkt proportional zur gespaltenen Substratmenge 
(Stoffumsatz). 
Der Fluoreszenztest wurde anfangs im Küvettenformat und nach Stabilisierung der 
Testbedingungen im 96-Well Mikrotiterplattenformat durchgeführt. 
2.4.2.2.  Handhabung und Lagerung der verwendeten Reagenzien 
Substrat:  
Das Substrat wurde in DMSO gelöst und aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C 
und unter Schutz von Lichteinstrahlung (Hoffmann D., 2002). 
 
Assay-Puffer:  
Der Assaypuffer wurde als 2-fach konzentrierte Lösung hergestellt. In dieser Form 
beträgt die Haltbarkeit bei 2 - 8 °C mehrere Wochen. Für den Versuchsansatz wurde 
er mit Aqua dest. (Ampuwa) 1 : 2 verdünnt und mit 0,1 % (v/v) Nonidet P40 verse-
hen. NP40 ist ein Detergenz, das zur Stabilisierung der Protease während des 
Messvorganges beiträgt. Detergenzien bilden aufgrund ihrere Molekülstruktur in 
wässrigen Lösungen ab einer bestimmten Konzentration (der CMC, siehe unten) so-
genannte Micellen, die die Proteasemoleküle einschließen und somit vor äußeren 
Einflüssen schützen. Die Konzentration von 0,1 % wurde so gewählt, dass sie deut-
lich über der kritischen Micellen-Konzentration (CMC) lag (Hoffmann D. 2002). 
 
Proteaseinhibitoren: 
Die Feststoffe wurden bei -20 °C gelagert. Das Auflösen erfolgte in DMSO zur Her-
stellung einer 10 mM Stocklösung, diese wurde wiederum 1 : 100 auf 100 µM ver-
dünnt. Davon ausgehend wurden weitere Verdünnungen in Zehnerschritten bis 0,1 
µM und zusätzlich die Konzentrationen 0,5 µM und 5 µM hergestellt. Die PI-
Lösungen wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Für die Inhibitionsansätze im 
Küvetten- und Mikrotiterplattenformat wurden in der Regel die Konzentrationen von 
0,1 µM bis 5 µM eingesetzt. Die Aliquots wurden bis zu 5 Mal verwendet und zwi-
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2.4.2.3.  Aktivitätsmessung der Protease im Küvettenformat 
2.4.2.3.1.  Allgemeines 
Die Durchführung der Messungen erfolgte am Fluorometer SFM 25 (Biotek-Kontron, 
Neufahrn). Das Gerät besitzt 4 Messplätze, die über einen Küvettenwechsler bewegt 
werden. Für jeden Küvettenansatz kann ein Messwert pro Minute aufgenommen 
werden. Die Temperatur wurde mit dem Thermostaten K20 (Haake, Karlsruhe) auf 
30°C konstant gehalten. Es wurden Einmalküvetten aus Polystyrol (Müller-Rationlab, 
Dreieich-Buchschlag) verwendet. 
Die am Fluorometer eingestellten Wellenlängen betrugen für die Exzitation (Anre-
gung) 355 nm und für die Emmision (Ausstrahlung) 480 nm. Bei diesen Wellenlän-
gen ist die Gleichheit des Fluoreszenzsignales der EDANS-Eichlösung und der 
Spaltprodukte gewährleistet (Hoffmann D., 2002). Die Messung und Aufzeichnung 
der Fluoreszenzsignale pro Minute wurde mit Hilfe des Programms Flucol 4 gesteu-
ert. 
2.4.2.3.2.  Versuchsansatz 
Nach jedem Einschalten der Fluoreszenzlampe und Eingabe der Exzitations- und 
Emissionswellenlängen wurde das Fluorometer mit 500 µl 2000 nM EDANS, gelöst in 
Assay-Puffer, neu geeicht. Das erhaltene Fluoreszenzsignal wurde auf 100% ge-
setzt. Die Herstellung der Eichlösung erfolgte aus einer 100 µM EDANS-
Stocklösung, die mit Assay-Puffer verdünnt wurde. In das Programm Flucol4 wurde 
anschließend die Konzentration der Eichlösung, die Dauer der Messung, sowie wei-
tere, den Messablauf betreffende Parameter eingegeben. Das Reaktionsvolumen 
betrug ca. 500 µl. 
In vier Küvetten wurden jeweils folgenden Komponenten pipettiert: 
 
Assay-Puffer (mit 0,1% NP 40) 450 µl
DMSO 35 µl 
Substrat (12 µM) 15 µl 
 
Die Ansätze wurde mit einem Rührstäbchen gemischt, in die Messplätze des Fluo-
rometers gestellt und die Messung gestartet. Mit 2 - 3 Messdurchgängen vor Protea-
sezugabe wurde die Stabilität des Fluoreszenzsignales überprüft. Dann wurde in je-
de Küvette die gleiche Menge an Proteaselösung (mit v0 zwischen 10 und 30 nM 
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/min) pipettiert und der Stoffumsatz pro Minute über ca. 15 Durchgänge bzw. 15 Mi-
nuten lang gemessen. Dann wurden in die Küvetten verschiedene Konzentrationen 
an Proteaseinhibitorlösung zugegeben. Die Proteaseaktivität nach Inhibition wurde 
über weitere 15 Messungen verfolgt. 
2.4.2.3.3.  Auswertung der enzymkinetischen Daten aus Flukol4 mit Flukin49 
Flukol4 erfasst die Zunahme des Fluoreszenzsignales pro Zeiteinheit. Damit das 
Programm den Stoffumsatz pro Zeiteinheit berechnen kann, ist die Eichung mit einer 
EDANS-Lösung bekannter Konzentration nötig. 
Mit dem Programm Flukin49 wurden v0 und vi (entspricht dem durchschnittlichen 
Stoffumsatz in nM pro Minute ohne und mit Inhibition) durch Auswertung der in Flu-
kol4 gespeicherten Daten ermittelt.  
2.4.3.  Aktivitätmessung der Protease im Mikrotiterplattenformat 
2.4.3.1.  Allgemeines 
Während der Herstellung der HIV-Protease aus Patientenmaterial fand die Etablie-
rung der Aktivitätsmessung der Protease im Mikrotiterplattenformat statt (Hoffmann 
et al., 2001). Damit wurde ein höherer Probendurchsatz als im Küvettenformat er-
möglicht. Die Messungen der hier vorliegenden Arbeit erfolgten im Fluorometer FL 
600 (Biotek-Kontron, Neufahrn) in schwarzen 96-Well Mikrotiterplatten mit transpa-
rentem Boden (Corning, Wiesbaden). 
Für die Exzitation wurde im Gerät ein Filter mit 360 nm Wellenlänge bei 40 nm Band-
breite, für die Emission ein Filter mit 485 nm Wellenlänge bei 20 nm Bandbreite ein-
gesetzt. 
Die Steuerung der Messung erfolgte mit der Software KC4. Folgende Voreinstellun-
gen wurden vorgenommen:  
Anzahl der Messungen pro Well und Messdurchgang: 10 Messungen pro Well (KC4 
bildet aus den gewonnenen Werten den arithmetischen Mittelwert) 
Zeit zwischen der Plattenbewegung und Beginn der Messung: 0,35 s 
Sensitivität des Photomultipliers: 170 (gültig für Mikrotiterplatten mit transparentem 
Boden). Bei dieser Einstellung lagen die Grenzen des Fluoreszenzsignals bei der 
Verwendung von 1000 nM EDANS und 10 µM Substratlösung zwischen 0 und 99999 
Fluoreszenzeinheiten (FU). 
Reaktionstemperatur: 30 °C.  
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Die jeweiligen vis wurden im Doppelansatz ermittelt. Der Wert für vo wurde im Fünf-
fachansatz gewonnen. Der Stoffumsatz lag zwischen 10 und 30 nM/Minute. 
2.4.3.2.  Versuchsdurchführung 
Für den Versuchsansatz wurden die Reaktionslösungen in Eppendorfgefäße vorge-
legt und anschließend je 200 µl in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte überführt. 90 
% des Endvolumens machte dabei Assay Puffer aus, die restlichen 10 % setzten 
sich aus Substrat (10 µM), PI-Stocklösung (jeweils gelöst in DMSO) und reinem 
DMSO zusammen. Wie schon beim Küvettenansatz musste gewährleistet sein, dass 
sich jeweils die gleiche Menge an DMSO im Reaktionsansatz befand, da DMSO die 
Aktivität der Protease in gewissem Umfang herabsetzt. Dann wurde die Proteaselö-
sung zugegeben und der Messvorgang gestartet.  
Vi wurde für 4 - 5 Inhibitorkonzentrationen ermittelt. Die verwendeten Inhibitorkon-
zentrationen wurden wie im Küvettenformat so angepasst, dass sensible bzw. resis-
tente Proteasen in unterschiedlichem Ausmaß gehemmt wurden, um die Berechnung 
des Kis zu gewährleisten. Auf einer Mikrotiterplatte konnte so die phänotypische Re-
sistenz gegenüber den 6, zur Zeit der Testdurchführung verfügbaren, PIs ermittelt 
werden. 
2.4.3.3.  Erstellung einer EDANS-Eichgerade 
Um aus der Zunahme des Fluoreszenzsignals den Stoffumsatz zu ermitteln, wurde 
aus unterschiedlichen Konzentrationen des Fluorophors EDANS eine Eichkurve er-
stellt. 
Um ähnliche Bedingungen wie im Reaktionsansatz herzustellen, wurde den EDANS-
Verdünnungen 10 µM Substrat und 10 % DMSO zugegeben. Die einzelnen EDANS-
Konzentrationen wurden so gewählt, dass sie den Bereich des zu erwartenden Stoff-
umsatzes von 0 - 2000 nM abdeckten. Da die Zunahme des Fluoreszenzsignals di-
rekt proportional zur Zunahme der EDANS-Konzentration ist, kann mit Hilfe der 
Steuerungs- und Auswertungssoftware KC4 eine möglichst gut angepasste Gerade 
erstellt werden. Der lineare Zusammenhang wird durch die Formel  
 
∆F = m* ∆c (EDANS) 
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dargestellt. ∆F ist die Zunahme des Fluoreszenzsignales, ∆c symbolisiert die Zu-
nahme der EDANS-Konzentration und m ist die Steigung der Eichgeraden. 
Mit Hilfe der aus der Eichgeraden gewonnenen Daten kann über die Auswertefunkti-
on von KC4 vi /v0 ermittelt werden. Zusammen mit der dazugehörigen PI-
Konzentration wurden diese Quotienten zur enzymkinetischen Auswertung in das 
Kurvenanpassungsprogramm FigureP eingegeben. 
2.4.3.4.  Theoretische Grundlagen der Enzyminhibition 
Die Interaktion zwischen HIV-Protease und PI ist gekennzeichnet durch eine rever-
sible Bindung. Bei dieser Bindungsart ist das Enzym nicht-kovalent gebunden und 
kann deshalb wieder leicht vom Inhibitor entfernt werden, z.B. auf physikalischem 
Weg durch Dialyse. 
Bei der vorliegenden, reversiblen Enzyminhibition stellt sich zwischen freiem Enzym, 
ungebundenem Inhibitor und Enzym-Inhibitor-Komplex ein Gleichgewicht ein: 
 
EI ↔ E + I 
 
Die Lage dieses Gleichgewichtes wird durch die Dissoziationskonstante des Enzym-
Inhibitor-Komplexes Ki (=Inhibitionskonstante) bestimmt: 
 
Ki = [E] x [I]/ [EI] 
 
Zur Berechnung des Ki´s wurde in der vorliegenden Arbeit die allgemeine Gleichung 
für kompetitive, festbindende Inhibitoren verwendet (Morrison, 1969): 
 
 vi                [Et] + [It] + Kiapp – {([Et] + [It] + Kiapp)2– 4[Et] x [It]}0,5 
        =  1 −  
 v0                                                       2[Et] 
 
vi      =  Geschwindigkeit des Substratumsatzes in Gegenwart eines Inhibitors, gemessen als 
                 ∆ [Produkt] / min 
 
v0     =  Geschwindigkeit des Stoffumsatzes ohne Inhibition, gemessen als ∆ [Produkt] / min 
 
[Et ]    =  Gesamtkonzentration des Enzyms (frei und im Komplex gebunden) 
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[It ]     =  Gesamtkonzentration des Inhibitors (frei und im Komplex gebunden) 
 
Kiapp  =  scheinbare Dissoziationskonstante/Inhibitionskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes bei 
                 einer bestimmten Substratkonzentration  
 
Kompetitive Inhibitoren, zu denen die verwendeten PIs gehören, binden an das akti-
ve Zentrum des Enzyms und konkurrieren dabei mit dem natürlichen Substrat um die 
Bindungsstellen. Bei festbindenden Inhibitoren beträgt das Verhältnis [Et] / Ki ≈ 1. 
Diese Situation entspricht Gleichgewichtsbedingungen, das heißt, der Inhibitor liegt 
ungefähr zu gleichen Teilen ungebunden bzw. an Enzym gebunden vor. 
 
Die scheinbare Inhibitionskonstante Kiapp verhält sich zur tatsächlichen Inhibiti-
onskonstante Ki folgendermaßen: 
 
Kiapp = Ki (1 + [S]0 / Km) 
 
Km = Michaeliskonstante. Km entspricht derjenigen Substratkonzentration, bei der bei konstanter 
          Enzymmenge die halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird. 
 
Die Substratkonzentration (= [S]0) liegt deutlich unter dem für die WT-HIV-Pr ermit-
telten Km von 80,3 µM. [S]0 ist ebenfalls kleiner als die für eine Patienten-Pr ermittel-
te Michaeliskonstante von 51,9 µM (Hoffmann, 2002). In der Literatur wird die Km für 
die WT-HIV-Pr mit 103,2 µM angegeben (Matayoshi et al., 1990). Aufgrund dieser 
Daten kann Kiapp mit dem Ki gleichgesetzt werden, was die Voraussetzung für die 
Benutzung der allgemeinen Gleichung für festbindende Inhibitoren bei der Auswer-
tung der enzymkinetischen Daten (siehe oben) ist.  
2.4.3.5.  Bestimmung der Inhibitionskonstanten (Ki) des Enzym-Inhibitor-Komplexes 
mit Hilfe des Kurvenanpassungsprogrammes Figure P 
Zur Berechnung der Inhibitionskonstanten Ki wurden die Wertepaare vi/v0 und die 
dazugehörigen Inhibitorkonzentrationen für die einzelnen PIs in das Kurvenanpas-
sungsprogramm Figure P eingegeben. Wie in 2.4.3.4. beschrieben, entspricht vi dem 
gehemmten und v0 dem nicht gehemmten Stoffumsatz. Die Bestimmung von Ki er-
folgt in Figure P durch nichtlineare Regression unter Verwendung der in 2.4.3.4. auf-
geführten Formel gültig für kompetitive, festbindende Inhibitoren. Diese Bindungs-
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form wurde im Allgemeinen bei den durchgeführten enzymkinetischen Versuchen 
angenommen. Die Kurvenanpassung wurde mit einer als variabel, aber größer 0 ge-
setzten Enzymkonzentration durchgeführt. Figure P wählt hier sowohl Ki als auch Et 
frei. 
 
Abb. 4 Kurvenanpassung der enzymkinetischen Werte einer Patientenprotease, gehemmt mit dem 
PI Saquinavir 
 
Die Ki -Werte für die Inhibitor-Patientenprotease-Komplexe wurden zur Ermittlung der 
Resistenzfaktoren herangezogen.  
2.4.4.  Berechnung der Resistenzfaktoren 
Entsprechend der Bestimmung des Inhibitionsverhaltens der Patientenproteasen 
wurden Messungen mit verschiedenen Präparationen von WT-Proteasen durchge-
führt. Aus den erhaltenen Ki´s wurde der Mittelwert gebildet. Zur Berechnung der Re-
sistenzfaktoren wurden dann die Ki-Werte der Patientenproteasen durch die entspre-
chenden WT-Werte geteilt. 
2.4.5.  Vergleich mit genotypischen Resistenzergebnissen 
Als Vergleichsdaten wurden die in der Diagnostik des Max-von-Pettenkofer Institutes 
unter der Leitung von PD Dr. med. J. Eberle erstellten genotypischen Resistenzprofi-
le, gewonnen aus HIV-RNA im Plasma, herangezogen. Die Resistenzmuster wurden 
durch Sequenzierung der relevanten Genbereiche erstellt und mit Hilfe von online 
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3.  Ergebnisse 
3.1.  Allgemeines 
Zur Lösung der eigentlichen Fragestellung, dem phänotypischen DNA-RNA-
Vergleich, waren im Vorfeld Experimente nötig, die zum einen die Optimierung des 
phänotypischen Resistenztestes (PRT) und die Gegenüberstellung des älteren und 
des neueren enzymatischen Auswertemodus (RPC versus enzymkinetischer Fluo-
reszenztest) zum Ziel hatten. Zum anderen war es für den DNA / RNA-Vergleich er-
forderlich, eine DNA-Kontamination in der RNA-Extraktion auszuschließen, die Re-
produzierbarkeit des angewandten Testsystems zu überprüfen und daraus folgend 
die technische Schwankungsbreite des Systems festzulegen. Des Weiteren mussten 
zur Bestimmung der Resistenzfaktoren der Patientenproteasen die Inhibiti-
onskonstanten des Wildtyps ermittelt werden. Für den PI Lopinavir, der bisher im 
PRT nicht ausgewertet wurde, wurde ein, gegenüber den anderen PIs differentes, 
vorläufiges Auswerteverfahren festgelegt. 
3.2.  Verbesserung der Amplifikationseffizienz durch die Einführung 
neuer Primer in die 2. PCR 
Die 2. PCR (entspricht der nested PCR) wurde anfangs mit den Primern P3 und P4 
durchgeführt, die sich für die damalige phänotypische Resistenztestung als geeignet 
erwiesen (Gehringer, 2002). Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten PCR-
Versuchsansätzen war erstmals ein direkter Vergleich mit der parallel für die genoty-
pische Resistenztestung durchgeführten nested PCR möglich, da die Primer der ers-
ten PCR für die Geno- und Phänotypisierung identisch waren. So konnte die Amplifi-
kationseffizienz bezogen auf die Primer der 2. PCR verglichen werden. Dabei kam es 
zu folgendem Ergebnis: Von insgesamt 20 durchgeführten nested PCRs waren im 
genotypischen Lauf 18 Patienten positiv, während beim Ansatz der nested PCR für 
den PRT mit den Primern P3 und P4 nur bei 14 Patienten eine Bande im Agarosegel 
sichtbar war. Da im phänotypischen Lauf die Amplifikationsrate also um 20% niedri-
ger war als im genotypischen, wurde die 2. PCR auf den Foreward-Primer der Geno-
typisierung umgestellt. Dabei waren einige Modifikationen nötig, um die Ligation in 
pBD2 und die rekombinante Expression zu gewährleisten: An den neuen Forward-
Primer P3D2 wurde deshalb die Schnittstelle für das Restriktionsenzym BamHI an-
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gehängt. Zusätzlich musste darauf geachtet werden, dass die Sequenz der HIV-
Protease im resultierenden PCR-Produkt in pBD2 im korrekten Leseraster liegt. Der 
Reverse-Primer konnte dagegen nicht durch den außerhalb des Proteasegenes lie-
genden Diagnostik-Primer ersetzt werden, da für die Produktion aktiver Protease das 
Stoppcodon am Ende der Protease-Sequenz essentiell ist, und der Primer deshalb 
an deren 3´-Ende binden muss. Die Sequenz des Reverse-Primers wurde allerdings 
um 3 Nukleotide in die Proteaseregion hinein verlängert, um die Anlagerungsfähig-
keit aufgrund des A/T-Reichtums dieser Hybridisierungsregion zu verbessern. Damit 
werden Mutationen in der HIV-Protease bis einschließlich der 92. Aminosäure er-
fasst, die restliche Aminosäuresequenz ist durch den neuen Reverse-Primer P4M 
festgelegt. Nach dem bisherigen Wissenstand ist aber nicht davon auszugehen, dass 
in dem für die Sequenzanalytik damit nicht mehr zugänglichen Proteasebereich rele-
vante Resistenzmutationen vorkommen (Miller, 2001). Mit dem neuen Primerpaar 
P3D2 und P4M wurden mit denen des genotypischen Ansatzes vergleichbare PCR-
Ergebnisse erreicht. Die verwendeten Primer sind im Folgenden dargestellt: 
 
FORWARD-PRIMER REVERSE-PRIMER 
P3 (5´→3´) P4 (5´→3´) 
CGC GGA TCC* GGC CTT CCT ACA AGG 
GAA G 
*Schnittstelle BamHI 




Diagnostik-Primer 5GAG138  (5´→3´) P4M (5´→3´)neu 









3.3.  Vergleichende Messungen: RPC-Analyse und Fluoreszenztes-
tung 
Die enzymatische Auswertung der hier durchgeführten PRT wurde anfänglich mit 
Hilfe der Reversed Phase Chromatographie (RPC) durchgeführt (Gehringer et al., 
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2001). Die Entwicklung des enzymkinetischen Tests mit einem fluoreszierenden 
Substrat fand im Anschluss an die Arbeit von Gehringer statt (Hoffmann, 2002). Die-
ser Fluoreszenztest konnte für die vorliegende Arbeit verwendet werden. Neben der 
Methodik unterscheiden sich die beiden Verfahren im verwendeten Substrat. Wäh-
rend die Spaltstelle des für die Chromatographie-Analyse verwendeten Substrates 
der natürlichen Spaltstelle direkt nach dem Capsid-Protein (zwischen bp363 und 
bp364 im gag/gag-pol-Precursor) entspricht, besitzt das Fluoreszenzsubstrat eine 
Analogie zu einer anderen Spaltstelle, die zwischen dem Matrix- und dem Capsidpro-
tein liegt. Ein Nachteil der chromatographischen Analyse ist, dass es sich hierbei nur 
um eine Ein-Punkt-Messung handelt und die PI-Konzentrationen für die IC50-
Bestimmung nur annäherungsweise ohne Verwendung einer Formel ermittelt werden 
konnten. In der Arbeit von Hoffmann (2002) wurden einige HIV-1-Protease-
Präparationen, von denen auf RPC-Analyse basierende Resistenzergebnisse vorla-
gen (Gehringer, 2001), mit der neuartigen Fluoreszenztestung untersucht. Die ver-
wendeten Proteasen hatten mindestens 12 Aminosäureaustausche und wurden ge-
genüber den meisten Proteaseinhibitoren durch die Genotypisierung und RPC-
Analyse als resistent eingestuft. In seiner Arbeit kam Hoffmann mit Hilfe des Fluores-
zenzassays zu ähnlichen, gut reproduzierbaren Werten, wobei die auf Resistenz 
hinweisenden Resistenzfaktoren höher waren als bei der RPC und mehr mit der ge-
notypischen Resistenzinterpretation korrelierten. Sensitive bzw. sensitiv-intermediäre 
Resistenz gegenüber PIs wurde durch die Fluoreszenzanalyse aber auch als solche 
erkannt. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass der Fluoreszenztest ge-
genüber der RPC-Analyse eine höhere Sensitivität aufweist (Hoffmann, 2002). Um 
die Gültigkeit dieser Aussage zu überprüfen, wurden in der vorliegenden Arbeit drei 
weitere, rekombinant exprimierte Proteasen, die genotypisch sensitiv bis resistent 
eingeschätzt wurden, sowohl mit der Chromatographie als auch der Fluoreszenztes-
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PI Pat. 3/ RFFluoreszenz Pat. 3 / RFRPC Pat. 3 / RGenotypisierung 
Amprenavir 1,2 1 empfindlich-intermediär 
Indinavir  2,7 1 intermediär-resistent 
Nelfinavir 2,8 1 resistent 
Ritonavir 2,0 1 intermediär-resistent 
Saquinavir 6,3 1 resistent 
PI Pat. 4/RFFluoreszenz Pat. 4/RFRPC Pat. 4/RGenotypisierung 
Amprenavir 4,3 1 empfindlich-intermediär 
Indinavir  4 1 intermediär-resistent 
Nelfinavir 4 1 resistent 
Ritonavir 3,4 1 intermediär-resistent 
Saquinavir 8,2 1 resistent 
PI Pat. 6/RFFluoreszenz Pat. 6/RFRPC Pat. 6/RGenotypisierung 
Amprenavir 1,3 1 empfindlich 
Indinavir  1,2 1 empfindlich 
Nelfinavir 1,6 1 empfindlich 
Ritonavir 1,4 1 empfindlich 
Saquinavir 1,1 1 empfindlich 
Tab. 6  Gegenüberstellung der Resistenzergebnisse der verschiedenen Testverfahren bei Patient 3, 4 
und 6; RF = Resistenzfaktor; R = Resistenz 
 
Folgerung: 
Bei den durchgeführten Untersuchungen bestätigt sich die Aussage von Hoffmann, 
dass mit dem Fluoreszenzassay eine bessere Differenzierung der Resistenzwerte 
möglich ist. Deshalb wurde das Resistenzverhalten der Patientenproteasen mit die-
sem neuen Verfahren in der vorliegenden Arbeit untersucht. 
3.4.  Ermittlung der DNA-Kontamination in RNA-Extraktionen 
Für den Vergleich der phänotypischen Resistenzergebnisse aus DNA und RNA 
musste zunächst die RNA-Extraktion auf eine mögliche DNA-Kontamination unter-
sucht werden. Zu diesem Zweck wurde die PCR (2.2.5.2.) ohne vorherige Reverse 
Transkription durchgeführt (2.2.5.3.) und die Proben anschließend im Agarosegel 
elektrophoretisch analysiert (nicht gezeigt).  
Eine DNA-Kontamination in der RNA-Population hätte die durch RT produzierte und 
PCR amplifizierte cDNA verfälscht und nicht interpretierbare Daten ergeben (eine 
Verunreinigung kann durch austretende DNA aus Zelldetritus oder DNA aus intakten, 
trotz Abzentrifugation im Ansatz verbliebenen Zellen hervorgerufen werden). 
Ergebnisse  73 
Von insgesamt 33 auf Kontamination getesteten Patientenproben war bei zweien 
eine deutliche DNA-Kontamination feststellbar. Diese wurden von weiteren Untersu-
chungen ausgeschlossen. 
3.5.  Technische Variationsbreite bei der Ermittlung der Dissoziati-
onskonstanten Ki 
Zur Beurteilung von Unterschieden zwischen dem phänotypischen Resistenzmuster 
der HIV-Protease aus DNA und RNA ist die Kenntnis des technischen, d.h. durch 
den Herstellungsprozess und Messansatz bedingten, Variationsfaktors nötig. Dazu 
wurden jeweils zeitlich versetzt Doppelansätze aus Wildtyp- bzw. Patientenproben 
durchgeführt. Außerdem wurden die vergleichenden Ansätze an unterschiedlichen 
Stellen des Testes begonnen: unter Einbezug der Proteaseherstellung aus identi-
schem Patientenmaterial ab RNA-Extraktion (siehe 2.2.4.2.) bzw. der 2. PCR (siehe 
2.2.5.2.) und ab der Fluoreszenztestung (siehe 2.4.2.). Der jeweils ermittelte größere 
Wert wurde durch den Minimalwert dividiert, um den Faktor der Testschwankung zu 
errechnen. 
3.5.1.  Testdurchführung im Küvettenformat 
3.5.1.1.  Schwankungsfaktoren ab RNA-Extraktion  
Aus dem Patientenserum P6 wurde sequentiell an unterschiedlichen Tagen dreimal 
HIV-RNA extrahiert. Die Ki´s der gewonnenen Proteasen wurden zur Ermittlung der 
Variationsbreite der Dissoziationskonstanten des gesamten Testablaufes miteinan-
der verglichen. Diese Messungen wurden im Küvettenformat durchgeführt. 
 
PI Ki/P6-1 Ki/P6-2 Ki/P6-3
Amprenavir 0,4 0,26 0,23 
Indinavir 0,3 0,17 0,13 
Nelfinavir 0,54 0,49 0.41 
Ritonavir 0,36 0,25 0,23 
Saquinavir 0,090 0,057 0,075 
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3.5.1.2.  Faktor der Schwankungsbreite ab 2. PCR 
Von zwei weiteren Patientenproben wurde aus dem Produkt der 1. PCR HIV-
Protease in zwei voneinander unabhängigen Ansätzen exprimiert und im Küvetten-
format gemessen. 
 
PI Ki/P12-1 Ki/P12-2 Ki/P13-1 Ki/P13-2
Amprenavir n.d. n.d. n.d. n.d. 
Indinavir 0,34 0,51 0,13 0,13 
Nelfinavir 0,62 1,1 0,27 0,3 
Ritonavir 0,28 0,31 0,19 0,19 
Saquinavir 0,18 0,063 0,045 0,12 
3.5.1.3.  Schwankungsfaktor ab Fluoreszenzmessung 
PI Ki/PC/DNA-1 Ki/PC/DNA-2
Amprenavir 1,7 1,5 
Ritonavir 30 35 
LopinavirIC50 1,2 0,9 
3.5.2.  Testdurchführung im Mikrotiterplattenformat: Schwankungsfaktoren ab Fluo-
reszenzmessung 
WT(Wildtyp)-Messung auf Ursprungsgerät 
 
PI Ki/WT 5.5-1 Ki/WT 5.5-2
Amprenavir 0,14 0,1 
Indinavir 0,87 0,81 
Nelfinavir 1,5 1,2 
Ritonavir 0,08 0,07 
Saquinavir 0,28 0,1 
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WT-Messung auf Leihgerät 
PI Ki/Wt 9.6 Ki/Wt 899
Amprenavir 0,14 0,14 
Indinavir 0,71 1 
Nelfinavir 1,3 1,3 
Ritonavir 0,11 0,08 
Saquinavir 0,21 0,23 
Lopinavir IC50 0,375 0,375 
 
WT-Messung auf repariertem Ursprungsgerät 
PI Ki/Wt 9.6 Ki/Wt 899
Amprenavir 0,1 0,09 
Indinavir 0,87 0,97 
Nelfinavir 0,85 0,79 
Ritonavir 0,048 0,06 
Saquinavir 0,17 0,22 
Lopinavir IC50 0,275 0,350 
 
Messung von Patientenproteasen 
PI Ki/P24RNA-1 Ki/P24RNA-2 Ki/P24DNA-1 Ki/P24DNA-2 
Amprenavir 0,73 0,86 0,09 0,12 
Indinavir 9,8 9,4 0,88 1,1 
Nelfinavir 7,0 7,2 1,4 2,1 
Ritonavir 0,50 0,76 0,05 0,11 
Saquinavir 0,31 0,32 0,21 0,23 
Lopinavir IC50 0,5 0,5 0,25 0,25 
3.5.3.  Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die größten Schwankungsfaktoren für die einzelnen PIs bezogen auf das Küvetten- 













Amprenavir 1,4 1,4 
Indinavir 2,3 1,4 
Nelfinavir 1,8 1,5 
Ritonavir 1,6 2,2 
Saquinavir 2,9 2,8 
LopinavirIC50 1,3 1,3 
 
Der größte Schwankungsfaktor, der in den verschiedenen Ansätzen beobachtet wur-
de, war 2,9 für Saquinavir im Küvettenformat. Aufgrund der Tatsache, das jeweils nur 
Doppelbestimmungen durchgeführt wurden und um einen Interpretationsfehler beim 
DNA-RNA Vergleich weitestgehend auszuschließen, wurde die Grenze der mögli-
chen Schwankung der Testergebnisse für die vorliegende Arbeit auf den Faktor 3 
festgesetzt. Dies gilt für die PIs Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir und Sa-
quinavir. Eine Ausnahme bildet Lopinavir. Aufgrund des abweichenden Auswer-
tungsmodus bei diesem PI, bei dem stabilere aber auch weniger sensitive Werte 
produziert werden, wurde hier ein maximaler Variationsfaktor von 2 festgelegt (siehe 
auch 3.7.). 
3.6.  Bestimmung der „Inhibitionskonstanten“ (Ki) der Wildtyp-
Protease 
Zur Berechnung des Resistenzfaktors ist die Kenntnis der Dissoziationskonstanten 
der Wildtyp-Protease für die therapeutisch eingesetzten PIs nötig. Dafür wurden ver-
schiedene Protease-Wildtyp-Präparationen hergestellt und das Inhibitionsverhalten 
im Fluoreszenzansatz gemessen. Da für die Ki-Bestimmung der Patientenproteasen 
sowohl das Küvetten- als auch das Mikrotiterplattenformat herangezogen wurde, 
wurden die jeweiligen Wildtyp-Ki´s für beide Formate bestimmt. Für den Ki des Küvet-
tenansatzes wurden aus mehreren Versuchsansätzen jeweils 10-20 Messpunkte er-
mittelt und diese im Fig. P mit der Einstellung „variable Enzymkonzentration“ ausge-
wertet. Damit wurde eine möglichst genaue Berechnung der Inhibitionskonstanten  
gewährleistet. Zur Berechnung der Wildtyp-Inhibitonskonstanten im Mikrotiterplatten-
format wurden Fluoreszenzmessungen mit 2 Protease-Präparationen durchgeführt. 
Aufgrund eines während den Versuchsreihen aufgetretenen Defektes des Messgerä-
tes, fanden einige Messungen auf einem Leihgerät des gleichen Typs und einige 
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Messungen auf dem reparierten Fluorometer statt. Für jedes verwendete Gerät wur-
den die Dissoziationskonstanten des Wildtyps neu bestimmt, um eventuelle gerätbe-
dingte Schwankungen auszuschließen. Die ermittelten und zur Berechnung heran-
gezogenen Dissoziationskonstanten sind in folgender Tabelle dargestellt.  
 




Ki / Mikrotiterplatte 
(nach Reparatur) 
Amp 0,21 0,22 0,14 0,096 
Ind 0,17 0,96 0,86 0,92 
Nel 0,30 1,5 1,3 0,82 
Rit 0,20 0,096 0,095 0,054 
Saq 0,065 0,25 0,22 0,20 
 
Die auf den verschiedenen Mikrotiterplatten-Lesegeräten ermittelten Dissoziati-
onskonstanten des Wildtyps zeigen eine relativ gute Übereinstimmung mit einer 
Streuung bis zu den Faktor 2,3 bei Amprenavir. Es wurde allerdings kein Mittelwert 
der verschiedenen Mikrotiterplattenergebnisse gebildet, sondern der jeweils ermittel-
te spezifische Ki für die Berechnung eingesetzt, um eventuell doch vorhandene gerä-
tebedingte Testschwankungen in die Auswertung miteinzubeziehen. Im Vergleich zu 
den Werten des Küvettenformats ist der Ki für Amprenavir ähnlich und für Ritonavir 
niedriger, der Ki für Saquinavir, Nelfinavir und besonders Indinavir aber deutlich hö-
her. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde für die Berechnung der Resistenzfaktoren im 
Küvettenformat ebenfalls der unter gleichen Messbedingungen ermittelte Ki gewählt. 
3.7.  Enzymkinetische Auswertung des Inhibitionsverhalten von Lo-
pinavir 
Das im Methodenteil beschriebene Verfahren zur Auswertung des Inhibitionsverhal-
tens mit Hilfe der Dissoziationskonstanten Ki erwies sich für einen der verwendeten 
PIs, Lopinavir, als nicht probat. Das es sich bei Lopinavir um einen sehr potenten 
Inhibitor handelt (Sham et al., 1998), waren die für die WT-Protease ermittelten Dis-
soziationskonstanten zum Teil extrem niedrig und schlecht reproduzierbar mit Werten 
zwischen 0,02 und 0,1 nM. Aus dem durch das enzymkinetische Auswerteprogramm 
Figure P ermittelten Kurvenverlauf wird deutlich, dass die Kurve bereits zu Anfang 
steil abfällt, was verdeutlicht, das der Ki nur ungenau ermittelt werden kann (siehe 
Abb. 5). 
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Abb. 5 Enzymkinetische Auswertung der Inhibition zweier Wildtyp-Proteasen (jeweils mit Kreisen 
bzw. Quadraten markiert) mit dem Proteaseinhibitor Lopinavir 
 
Als praktikabler erwies sich der folgende Auswertungsmodus: Aus den erstellten 
Kurven wird diejenige Konzentration abgelesen, bei der vi / v0 gleich 0,5 ist. Dieser 
Wert entspricht der IC50 (inhibitorische Konzentration, bei der 50 % der Proteaseakti-
vität gehemmt sind). Die IC50-Werte sind reproduzierbar, erreichen aber nicht die 
Sensitivität der Ki-Werte. Trotzdem konnte durch diesen Kompromiss eine Resis-
tenzbeurteilung erfolgen. 
Damit waren die vorarbeitenden Optimierungen der eigentlichen Methode abge-
schlossen. 
3.8.  Phänotypische Resistenzanalyse von HIV-1 Patientenprotea-
sen 
3.8.1.  Vergleich von DNA versus RNA als Ausgangsmaterial zur rekombinanten 
Herstellung der HIV Protease in Zusammenschau mit virologischen und pharmakolo-
gischen Daten 
Im Folgenden sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dargestellt: die Gegen-
überstellung des phänotypischen Resistenzprofils von HIV Proteasen, rekombinant 
hergestellt aus den Ausgangsmaterialien, entweder viraler HIV-RNA oder DNA aus 
PBMCs der gleichen Patienten-Blutprobe. Mögliche resultierende Unterschiede wur-
den mit weiteren virologischen Laborparametern wie der Viruslast und der CD4-
vi / v0 
c (Lopinavir) [nM] 
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Zellzahl bzw. Informationen über die frühere und aktuelle antivirale Medikation, so-
weit verfügbar, verglichen.  
Aufgrund verschiedener technischer Probleme, vor allem mit dem Patienten-
Ausgangsmaterial, konnten für den Vergleich der Resistenz mit praktikablen 
DNA/RNA Paaren desselben Patienten nur 11 Patienten vollständig bewertet wer-
den, ein 12. Patient nur teilweise. Die Viruslast dieser Blutproben lag zwischen 1900 
und 230.000 HIV-RNA-Kopien cp/ml (gerundete Werte). Bei der Auswahl der Proben 
wurde darauf geachtet, dass sowohl untere, mittlere bzw. hohe Viruslastbereiche ver-
treten waren, um einen möglichen Einfluß dieses virologischen Markers beurteilen zu 
können. Alle bis auf einen Patienten wiesen im zuvor durchgeführten genotypischen 
Test Resistenzmutationen auf, die die HIV-Protease betrafen (siehe 3.9.). 
Im Vorfeld wurden die RNA-Extraktionen auf DNA-Kontamination untersucht. Es 
wurden nur diejenigen Proben weiterverwendet, die keine derartige Verunreinigung 
aufwiesen. Unterschiede wurden dann als solche anerkannt, wenn für die PIs 
Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir der Faktor 3 bzw. für Lopi-
navir der Faktor 2 (ermittelter technischer „cut-off“-Wert, siehe 3.5.3) zwischen dem 
DNA- und RNA-Resistenzfaktor überschritten wurde. 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung mit weiteren, den jeweiligen Patienten betref-
fenden Daten, sind nachfolgend aufgelistet. Relevante Daten sind fett gedruckt. Zu-
sätzlich wurde bei festgestellten signifikanten Unterschieden neben der RNA auch 
die für die HIV-Protease kodierende DNA einer Nukleotid-Sequenzanalyse unterzo-
gen, um festzustellen, ob die Unterschiede auch genetisch nachzuweisen sind (die 
sich daraus ergebenden relevanten Aminosäurenaustausche sind unterhalb der je-
weiligen Tabelle dokumentiert). Verwendete Medikamente wurden abgekürzt, der 
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Patient 3 (vom 26.09.2000): 
Viruslast: 190.000 cp/ml (Sept/2000) 
CD4 positive T-Zellen: 248/µl (Jan/2000); nächste CD4+-Zellbestimmung erfolgte erst wieder 
Jan/2001! 
ART: April/1999 bis Feb/2000 SQV (+AZT/3TC); März/2000 bis Aug/2000 keine PI 
(AZT/3TC/ABC/Nev); Sep/2000 bis Dez/2000 IDV, RTV (+DDI/D4T)-Therapieumstellung erfolgte vor 
Blutabnahme 
PI RNA/Resistenzfaktor DNA/Resistenzfaktor
Amprenavir 1,2 1 
Indinavir 2,7 2,1 
Nelfinavir 2,8 2,1 
Ritonavir 2,0 1,3 
Saquinavir 6,3 6,5 
 
Patient 6 (vom 27.9.2000): 
Viruslast: 4000 cp/ml (Sept/2000) 
CD4 positive T-Zellen: n.d. 
ART: keine PI-beinhaltende Therapie (AZT) 
PI RNA/Resistenzfaktor DNA/Resistenzfaktor
Amprenavir 1,4 1,9 
Indinavir 1,2 2,4 
Nelfinavir 1,6 2,5 
Ritonavir 1,4 1,5 
Saquinavir 1,1 1,5 
 
Patient 7 (vom 08.11.2000) 
Viruslast: 100.000 cp/ml (Nov/2000) 
CD4 positive T-Zellen: 50/µl (Nov/2000) 
ART: ab 11/2000 RTV und LPV (+Zerit); davor keine PI-beinhaltende HAART 
PI / Patient 7 RNA / Resistenzfaktor DNA / Resistenzfaktor
Amprenavir 2,4 1,8 
Indinavir 3,1 1,9 
Nelfinavir 3,7 3,7 
Ritonavir 2,0 1,5 
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Patient 10 (vom 21.11.2000) 
Viruslast: 2900 cp/ml (Nov/2000)  
CD4 positive T-Zellen: 291/µl (Nov/2000)  
ART: keine PIs in Therapie (NVP,d4T,ddI) 
PI RNA / Resistenzfaktor DNA / Resistenzfaktor
Amprenavir 1,5 1 
Indinavir 1,1 0,8 
Nelfinavir 1 1,1 
Ritonavir 0,9 0,8 
Saquinavir 1,2 1,2 
LopinavirIC50 1 1 
 
Patient 16 (vom 07.12.2000) 
Viruslast: 3600 cp/ml (Dez/2000) 
CD4 positive Zellen: 657/µl (Dez/2000) 
ART: keine PIs in Therapie (d4T, 3TC) 
PI RNA / Resistenzfaktor DNA / Resistenzfaktor
Amprenavir 1,1 1,3 
Indinavir 1,5 1 
Nelfinavir 1,6 1,8 
Ritonavir 1,2 0,6 
Saquinavir 1,3 2 
LopinavirIC50 1 1 
 
Patient 20 (vom 20.11.2000) 
Viruslast: 9747 cp/ml (Nov/2000) 
CD4 positive Zellen: 432/µl (Nov/2000) 
Medikation: ab März/2000 RTV, APV, ddI, Sustiva; Juni/1996 bis März/2000 u.a. IDV 
PI RNA / Resistenzfaktor DNA / Resistenzfaktor
Amprenavir 21 26 
Indinavir 49 42 
Nelfinavir 49 51 
Ritonavir 81 91 
Saquinavir 379 433 
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Zusammenfassendes Resultat (Patient 3 - 20): 
Die Resistenzmuster der entweder aus RNA oder DNA der Patienten 3, 6, 7, 10, 16 
und 20 rekombinant hergestellten HIV Proteasen stimmen innerhalb der ermittelten 
experimentellen Varianz überein. 
 
Patient 24 (vom 09.05.2001) 
Viruslast: 1907 cp/ml (Mai/2001) 
CD4 positive Zellen: 927/µl (Mai/2001) 
ART: Jan/2000 bis Juli/2001 keine PI-beinhaltende Therapie (d4T, 3TC, NEV); Jan/1997-April/1999 
IDV; [ab Juni 2001: u.a. SQV, RTV] 
PI RNA / Resistenzfaktor DNA  /Resistenzfaktor
Amprenavir 5,7 0,8 
Indinavir 11,2 1,2 
Nelfinavir 5,5 1,4 
Ritonavir 6,6 0,8 
Saquinavir 1,5 1 
LopinavirIC50 1,3 0,7 
 
Aminosäuren(AS)-Austausche DNA: M36I; L63A 
AS-Austausche RNA: L10F; M36I; M46L; L63A; V82A 
 
Resultat Patient 24: Die Resistenzmuster der HIV-Protease rekombinant hergestellt 
entweder aus RNA oder DNA stimmen für Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir und Rito-
navir nicht überein. 
 
Patient 7141 (vom 03.08.2001) 
Viruslast: 23.000 cp/ml (Aug/2001) 
CD4 positive Zellen: unbekannt 
ART: seit Okt/1998 Combivir und NFV; von Juli/1999 bis Aug/2001: ddI, d4T, EFV 
PI RNA/Resistenzfaktor DNA/Resistenzfaktor
Amprenavir 5,1 1,9 
Indinavir 12 2,1 
Nelfinavir 16 3,3 
Ritonavir 16 2,8 
Saquinavir 17 2,1 
LopinavirIC50 2,4 1,1 
 
AS-Austausche DNA: G16E; K20I; M36I; L90M/L 
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AS-Austausche RNA: G16E; K20I; M36I; A71V; L90M 
(Die Mutation A71V wird als Resistenzmutation für die PIs IDV, RTV, NFV angesehen; L90M als Re-
sistenzmutation für die PIs SQV, IDV, RTV, NFV.) 
 
Resultat Patient 7141: Die Resistenzmuster der HIV-Protease rekombinant herge-
stellt entweder aus RNA oder DNA stimmen für Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Sa-
quinavir und Lopinavir nicht überein. 
 
Patient 6415 (vom 11.07.2001) 
Viruslast: 6000 cp/ml 
CD4 positive Zellen: 597/µl 
ART: SQV, ddI, d4T (keine Angaben zum Zeitraum der Einnahme) 
PI RNA / Resistenzfaktor DNA / Resistenzfaktor
Amprenavir 19 34 
Indinavir 190 189 
Nelfinavir 423 420 
Ritonavir 494 635 
Saquinavir 4160 3445 
LopinavirIC50 5,2 5,5 
 
Resultat Patient 6415: Die Resistenzmuster der HIV-Proteasen rekombinant herge-
stellt entweder aus RNA oder DNA stimmen innerhalb der experimentellen Varianz 
überein. 
 
Patient B (vom 08.03.2001) 
Viruslast: 38.800 cp/ml (März/2001) 
CD4 positive Zellen: 83/µl (März/2001) 
Medikation: bis 03.03.2001 (danach Therapiepause) RTV, SQV, ABC, ddI, d4T aber unregelmäßige 
Einnahme! Frühere ART: CBV, keine PI 
PI RNA / Resistenzfaktor DNA  /Resistenzfaktor
Amprenavir 23 14 
Indinavir 117 74 
Nelfinavir 92 40 
Ritonavir 103 53 
Saquinavir 930 272 
LopinavirIC50 2,7 1,3 
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Resultat Patient B: Die Resistenzmuster der HIV-Proteasen rekombinant hergestellt 
entweder aus RNA oder DNA stimmen bis auf Saquinavir innerhalb der experimen-
tellen Varianz überein.  
 
Patient C (vom 13.03.2001) 
Viruslast: 230.000 cp/ml (März/2001) 
CD4+-Zellen: 79/µl (März/2001) 
ART: 19.12.2000-21.08.2001 LPV/RTV, EFV, AZT, 3TC 
Frühere PI-Medikation: 
SQV Jan/1996 bis Jan/1998 
IDV Juli/1998 bis März/1999 
RTV Nov/1996 bis Feb/1997; Dez/1999-Okt/2000 
NFV Jan/1998 bis Juli/1998 
APV Dez/1999 bis Okt/2000 
LPV/RTV Okt/2000 bis Nov/2000 
PI RNA / Resistenzfaktor DNA / Resistenzfaktor
Amprenavir 35 8 
Indinavir 58 48 
Nelfinavir 70 67 
Ritonavir 640 150 
Saquinavir 95 66 
LopinavirIC50 6,7 2,4 
 
AS-Austausche DNA: L10I; K20R; M36I; M46I; V82A; L90M  
AS-Austausche RNA: L10I; K20R; M36I; M46I; I50I/V; I54I/V; V82A; L90M 
(Die Mutation I50V wird als Resistenzmutation für APV angesehen, I54V als Resistenzmutation für 
SQV; IDV; RTV.) 
 
Resultat Patient C: Die Resistenzmuster der HIV-Proteasen, rekombinant herge-
stellt entweder aus RNA oder DNA, stimmen für die PIs Amprenavir, Ritonavir und 
Lopinavir nicht überein, also für PIs, die spät in der Behandlung verwendet werden. 
Die Diskrepanz der Resistenzergebnisse zwischen RNA und DNA bezüglich des PIs 
Ritonavir ist vergleichbar mit dem Missverhältnis der Resistenzergebnisse für Saqui-
navir bei Patient B. 
3.8.2.  Zusammenfassung der Ergebnisse 
Bei 3 der 11 untersuchten Patientenproben (Patient 24, Patient 7141 und Patient C) 
wurden signifikante Unterschiede in der phänotypischen Resistenz der HIV-
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Proteasen zwischen RNA bzw. DNA als Ausgangsmaterial festgestellt. Diese Ergeb-
nisse ließen sich durch die im Anschluss durchgeführte Nukleotid-Sequenzanalyse 
untermauern. Dabei wurden zusätzliche Mutationen in der RNA im Gegensatz zur 
DNA festgestellt. Möglicherweise liegt auch bei Patient B ein Unterschied in der Re-
sistenz zwischen DNA- und RNA-Protease bezogen auf den PI Saquinavir vor. Der 
Varianz-Faktor 3,4 ist aber grenzwertig. 
Am auffälligsten ist der Gegensatz bei der phänotypischen HIV-Proteaseresistenz 
zwischen DNA und RNA als Ausgangsmaterial aber bei Patient 24, dessen DNA 
Wildtyp-Eigenschaften zeigt, während die RNA gegenüber Amprenavir, Indinavir; 
Nelfinavir und Ritonavir resistent ist. Eine klare Abweichung zwischen den phänoty-
pischen Resistenzmustern aus „RNA- und DNA-Protease“ zeigt sich auch bei Patient 
7141. Hier sind die Resistenzfaktoren der „DNA-Protease“ im sensitiv/intermediären 
Bereich, wohingegen sich bei der „RNA-Protease“ signifikant resistente Werte für die 
PI Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir und Lopinavir finden. Bei Patient C zeigt 
sich sowohl für die DNA als auch die RNA eine deutliche Resistenz für alle PI. Aller-
dings sind die Resistenzfaktoren der RNA für Amprenavir, Ritonavir und Lopinavir 
deutlich höher.  
3.9.  Vergleich der phänotypischen Resistenzergebnisse aus HIV-
RNA mit den genotypischen Daten 
Von einigen, in 3.8.1. nicht aufgeführten Patienten, wurde ebenfalls die phänotypi-
sche Resistenz bestimmt, allerdings allein für die HIV-Protease, die aus HIV-1 RNA 
(aus Plasma) rekombinant hergestellt wurde. Parallel zu diesen und in 3.8.1. bereits 
dargestellten phänotypischen Daten wurden Resistenzdaten nach der genotypischen 
Methode ermittelt, ausgehend von RNA (bzw. konsekutiv cDNA) aus Patientenplas-
ma. Da die angewandten geno- und phänotypischen Resistenzbestimmungen vom 
gleichen Produkt der 1. PCR ausgehen, können die gewonnenen Ergebnisse direkt 
miteinander verglichen werden. Der Resistenzfaktor des phänotypischen Fluores-
zenz-Resistenztestes (PRT) wurde über Division des ermittelten Kis durch den ent-
sprechenden Ki des Wildtyps ermittelt. Im Folgenden sind tabellarisch 15 Befunde 
des PRT im Vergleich mit den genotypischen Befunden dargestellt. Zusätzlich sind 
unterhalb der Tabelle die dazugehörigen Resistenzmutationen aufgeführt. 
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Pat. B Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp 
Amprenavir 23 resistent 
Indinavir 117 resistent 
Nelfinavir 92 resistent 
Ritonavir 103 resistent 
Saquinavir 932 intermediär 
LopinavirIC50 2,7 resistent 
Mutationen für PI (Pat. B): L10F; K20R; M36I; M46I; I54T; L63P, A71V 
 
Patient B: Die größte Diskrepanz findet sich bei den Ergebnissen des PIs Saquinavir, 
hier ist eine äußerst hohe Resistenz im PRT zu finden, während die Auswertung des 
Genotyps nur eine intermediäre Resistenz annimmt. Das in der Genotypisierung als 
resistent betrachtete Lopinavir, übersteigt im PRT den WT-Wert zwar nur um das 
2,7-fache, aufgrund der geringeren Sensitivität des oben beschriebenen Auswer-
tungsmodus dieses Proteaseinhibitors (siehe 3.7.) kann dieser Faktor tendenziell als 




Pat. C Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp 
Amprenavir 35 resistent 
Indinavir 58 resistent 
Nelfinavir 70 resistent 
Ritonavir 640 resistent 
Saquinavir 95 resistent 
LopinavirIC50 6,7 resistent 
Mutationen für PI: L10I; M36I; K20R; M46I; I50I/V; I54I/V; V82A; L90M 
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Pat. 3 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Amprenavir 1,2 empfindlich-intermediär 
Indinavir 2,7 intermediär-resistent 
Nelfinavir 2,8 resistent 
Ritonavir 2,0 intermediär-resistent 
Saquinavir 6,3 resistent 
Mutationen für PI: L10I/L; L63P; L90M 
 
Patient 3: Eindeutige Übereinstimmung für Amprenavir, Indinavir, Saquinavir 
 
 
Pat. 4 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Amprenavir 4,3 empfindlich-intermediär 
Indinavir 4 intermediär-resistent 
Nelfinavir 4 resistent 
Ritonavir 3,4 intermediär-resistent 
Saquinavir 8,2 resistent 
Mutationen für PI: M36I/M; L63P; V77I; L90M 
 
Patient 4: Kongruente Ergebnisse für Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir. 
 
 
Pat. 6 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Amprenavir 1,3 empfindlich 
Indinavir 1,2 empfindlich 
Nelfinavir 1,6 empfindlich 
Ritonavir 1,4 empfindlich 
Saquinavir 1,1 empfindlich 
Mutationen für PI: K20M; M36I 
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Pat. 7 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Amprenavir 2,4 empfindlich 
Indinavir 3,1 empfindlich 
Nelfinavir 3,7 empfindlich 
Ritonavir 2,0 empfindlich 
Saquinavir 2,5 empfindlich 
Mutationen für PI: L63S; V77I 
 
Patient 7: Übereinstimmende Ergebnisse für alle untersuchten PIs. 
 
 
Pat. 10 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Amprenavir 1,5 empfindlich 
Indinavir 1,1 empfindlich 
Nelfinavir 1 empfindlich 
Ritonavir 0,9 empfindlich 
Saquinavir 1,2 empfindlich 
Lopinavir 1 empfindlich 
Mutationen für PI: keine  
 
Patient 10: Übereinstimmende Ergebnisse für alle untersuchten PIs. 
 
 
Pat. 11 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Indinavir 0,7 empfindlich 
Nelfinavir 0,9 empfindlich 
Ritonavir 0,7 empfindlich 
Saquinavir 0,4 empfindlich 
Mutationen für PI: L63Q 
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Pat. 12 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Indinavir 2,5 empfindlich-intermediär 
Nelfinavir 2,9 empfindlich-intermediär 
Ritonavir 1,5 empfindlich 
Saquinavir 1,9 empfindlich-intermediär 
Mutationen für PI: L10I; L63Q; V77I; I93L 
 
Patient 12: Übereinstimmende Ergebnisse für alle untersuchten PIs. 
 
 
Pat. 13 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp
Indinavir 0,8 empfindlich-intermediär 
Nelfinavir 1 empfindlich-intermediär 
Ritonavir 1 empfindlich-intermediär 
Saquinavir 1,3 empfindlich 
Mutationen für PI: K20I; M36I; L63P; V82I 
 
Patient 13: Patient im phänotypischen Test tendenziell empfindlicher als im Genotyp. 
 
 
Pat. 16 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp 
Amprenavir 1,1 empfindlich 
Indinavir 1,5 empfindlich 
Nelfinavir 1,6 empfindlich 
Ritonavir 1,2 empfindlich 
Saquinavir 1,3 empfindlich 
LopinavirIC50 1 empfindlich 
Mutationen für PI: M36I 
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Pat. 20 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp 
Amprenavir 21 resistent 
Indinavir 49 resistent 
Nelfinavir 49 resistent 
Ritonavir 81 resistent 
Saquinavir 379 resistent 
LopinavirIC50 2,7 intermediär-resistent 
Mutationen für PI: L10I; M46I; L63P; I84V; L90M 
 
Patient 20: Übereinstimmende Ergebnisse für alle untersuchten PIs. 
 
 
Pat. 24 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp 
Amprenavir 5,7 intermediär 
Indinavir 11,2 resistent 
Nelfinavir 5,5 resistent 
Ritonavir 6,6 resistent 
Saquinavir 1,5 empfindlich-intermediär 
LopinavirIC50 1,3 empfindlich-intermediär 
Mutationen für PI: L10F; M36I; M46L; L63A; V82A 
 
Patient 24: Bis auf Amprenavir kongruente Ergebnisse für die untersuchten PIs. 
 
 
Pat. 7141 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp 
Amprenavir 5,1 empfindlich 
Indinavir 12 resistent 
Nelfinavir 16 resistent 
Ritonavir 16 resistent 
Saquinavir 17 resistent 
LopinavirIC50 2,4 intermediär 
Mutationen für PI: G16E; K20I; M36I; A71V; L90M 
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Pat. 6415 Resistenzfaktor/PRT-RNA Resistenzbereich/Genotyp 
Amprenavir 19 resistent 
Indinavir 190 resistent 
Nelfinavir 423 resistent 
Ritonavir 494 resistent 
Saquinavir 4160 resistent 
LopinavirIC50 5,2 resistent 
Mutationen für PI: L10I; K20I; M36I; L63P; A71V; G73S; I84V; L90M 
zusätzlich Insertion im Proteasegen: 41-R-42 
 
Patient 6415: Übereinstimmende Ergebnisse für die untersuchten PIs. 
 
 
Zusammenfassung des Vergleichs der phäno- und genotypischen Resistenz-
ergebnisse: 
 
Durch die parallele, aber „blind“ durchgeführte genotypische Resistenztestung der 
HIV-RNA durch die diagnostische Abteilung des Max-von-Pettenkofer Institutes war 
eine unabhängige Validierung des PRT gewährleistet. Die in der phänotypischen A-
nalyse erhobenen Daten aus RNA wurden dabei durch den Vergleich mit dem Geno-
typ weitestgehend bestätigt. 
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4.  Diskussion 
4.1.  Ziel der vorliegenden Arbeit 
Bei der vorliegenden Arbeit ging es um die Klärung der Frage, ob im phänotypischen 
Resistenzmuster von HIV-Proteasen, die entweder aus HIV-1 RNA oder DNA der 
gleichen Blutprobe eines Patienten rekombinant hergestellt wurden, Unterschiede 
bestehen. Daraus sollte dann abgeleitet werden, welches Untersuchungsmaterial für 
die Durchführung des phänotypischen Resistenztestes zukünftig am besten geeignet 
ist: entweder Plasma, aus dem die virale RNA gewonnen wird oder Vollblut, aus des-
sen PBMCs HIV-DNA extrahiert wird. Zudem sollte untersucht werden, ob eine Kor-
relation zwischen der Höhe der Viruslast bzw. der Zahl der CD4 positiven Lymphozy-
ten und dem Auftreten bzw. dem Fehlen von Unterschieden in der phänotypischen 
Resistenz existiert.  
Die bis zu Beginn der vorliegenden Arbeit publizierten Daten, die alle mit Hilfe von 
genotypischen Verfahren ermittelt wurden, waren teilweise widersprüchlich in ihren 
Erkenntnissen (Kroodsma et al., 1994; Wei et al., 1995; Kaye et al., 1995 vs. Schapi-
ro et al., 1996 vs. Gunthard et al., 1998; Koch et al., 1999; Devereux et al., 2000). 
4.2.  Stand der Forschung 
Im Folgenden wird die bisher zu diesem Thema veröffentlichte Literatur zusammen-
gefasst und diskutiert. Zunächst die Vergleiche, inwieweit HIV-Protease (und Rever-
se Transkriptase) von therapierten Patienten unterschiedliche Mutationen in DNA vs. 
RNA aufweisen. Anschließend (4.3.) wird das sehr komplexe Gebiet der viralen Dy-
namik einer HIV-Infektion und die von der Infektion möglicherweise betroffenen Zell-
arten erörtert, die für die Interpretation der Ergebnisse eine Rolle spielen. 
4.2.1.  DNA vs. RNA-Vergleiche 
In folgenden veröffentlichten Untersuchungen handelt es sich um Nukleotid-
Sequenzanalysen der entsprechenden HIV Gene von DNA vs. RNA, also genotypi-
sche Analysen. 
Zwei Forschungsgruppen berichteten, dass Mutationen zuerst in der HIV-1 RNA der 
Viren im Plasma zu finden waren und sich erst später in der proviralen DNA der 
PBMCs manifestierten. Die Autoren schlussfolgerten, dass die provirale HIV-DNA 
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eine Archivierungsrolle innehat, die nach einem gewissen Zeitintervall die Sequenz 
der viralen RNA übernimmt (Kroodsma et al., 1994; Kaye et al., 1995). Zu ähnlichen 
Ergebnissen kam eine weitere Studie: Unter dem Selektionsdruck einer Monothera-
pie erwarb die ursprüngliche Wildtyp-Virus-RNA innerhalb von 4 Wochen in allen Pa-
tienten Resistenzmutationen, die zum Therapieversagen führten. Eine parallele Ana-
lyse der Nukleotidsequenzen der aus Patienten-PBMCs isolierten DNA nach 20 Wo-
chen zeigte eine verzögerte und  im Vergleich zur RNA nur eine 50- bis 80-
prozentige Manifestationrate dieser Resistenzmutationen. Die Viruslast der Patienten 
zu Therapiebeginn betrug im Schnitt 105,5 cp/ml und stieg nach anfänglicher Redukti-
on wieder auf die ursprünglichen Werte an (Wei et al., 1995). 
Im Gegensatz dazu wurde von einer anderen Arbeitsgruppe von simultan auftreten-
den Mutationen der Plasma-RNA und der proviralen DNA berichtet (Schapiro et al., 
1996). Eine neuere Studie kam zu ähnlichen Ergebnissen (Chew et al., 2005). 
Weitere Studien bestätigten sowohl die eine als auch die andere Aussage: In einer 
Untersuchung von 5 Patienten zeigten zwei Patienten Unterschiede in der Resistenz 
gegenüber PR und / oder RT-Inhibitoren zwischen der plasmatischen HIV-RNA und 
der PBMC-DNA bzw. der RNA von Virusisolaten aus PBMC-Zellkulturen. Dabei fan-
den sich in der viralen RNA im Plasma mehr Mutationen als in der proviralen DNA 
der mononukleären Blutzellen bzw. deren Virusisolaten. Bei den restlichen 3 Patien-
ten stimmten die Mutationen in allen untersuchten Kompartimenten überein. Die Pa-
tienten wiesen eine Viruslast zwischen 2.000 und 63.000 cp / ml auf und wurden mit 
einer Kombinationstherapie aus RT mit oder ohne PI-Inhibitoren behandelt (Gunthard 
et al., 1998). 
Bei einer anderen, ebenfalls während einer Kombinationstherapie (mit PI) durchge-
führten Studie, wurden Plasma-RNA vs. PBMC-DNA-Paare einer Nukleotid-
Sequenzanalyse der PR-Region unterzogen. Die Resultate zeigten in 70 % der Fälle 
Übereinstimmung, in den restlichen 30% hingegen waren Primärmutationen bezogen 
auf die Proteasesequenz nur im Plasma und nicht in PBMCs zu finden. Die Viruslast 
der untersuchten 23 Patienten lag zwischen 400 und 2.630.000 cp/ml, wobei die pa-
tientenspezifischen Kopienzahlen nicht aufgeführt waren (Koch et al., 1999). 
Zu noch anderen Ergebnissen kam eine weitere Studie: bei 12 zum Teil in hohem 
Maß therapieerfahrenen Patienten (keine Angabe zur Höhe der Viruslast) wurde eine 
wesentliche Korrelation zwischen dem genotypischen Resistenzmuster der Plasma-
RNA und der PBMC-DNA festgestellt. Bei den zwar geringen, aber doch vorhande-
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nen patientenspezifischen Unterschieden wurden überraschenderweise in 63% der 
Fälle mehr Mutationen in der PBMC-DNA als in der Plasma-RNA entdeckt, in 35% 
überwog die Zahl der Mutationen im Plasma. In den restlichen Fällen stimmten die 
Resistenzmuster überein. In der PBMC-DNA wurden in einigen Patienten Mutationen 
gefunden, die mit früheren Therapien in Zusammenhang gebracht werden konnten 
und in der RNA fehlten (Devereux et al., 2000). In Tab. 9 sind die Erkenntnisse der 
Veröffentlichungen zusammenfassend dargestellt. 
 
Autor Mutationsrate 
Kroodsma et al., Kaye et al., Wei et al. in RNA höher als in DNA 
Schapiro et al., Chew et al. in RNA (zum gleichen Zeitpunkt) gleich DNA 
Gunthard et al. in 2 Patienten. in RNA höher als in DNA 
in 3 Patienten: in RNA gleich DNA 
Koch et al. in 30% der Patienten: in RNA höher als in DNA 
in 70 % der Patienten: in RNA gleich DNA 
Devereux et al. in 63% der Patienten: in DNA höher als in RNA 
in 35% der Patienten: in RNA höher als in DNA 
Tab. 7  Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der zu Beginn der vorliegenden Arbeit publi-
zierten DNA-RNA Vergleiche 
4.2.2.  Korrelation eigener Ergebnisse mit Literaturdaten 
In der vorliegenden Arbeit wurde gleichzeitig HIV-DNA aus PBMCs bzw. HIV-RNA 
aus Plasma-Virionen aus dem Blut 12 HIV-infizierter Patienten isoliert und einer phä-
notypischen Resistenzanalyse gegenüber PI unterzogen. Die Viruslast der einzelnen 
Patienten lag zwischen 1.900 cp / ml bis 230.000 cp / ml. Bei der Gegenüberstellung 
der phänotypischen Resistenz in den beiden Kompartimenten zeigten sich in 3 von 
12 Patienten signifikante Unterschiede in Form eines höheren Resistenzmusters in 
der RNA. Bei den übrigen 9 Patienten stimmte das Resistenzmuster für DNA und 
RNA weitgehend überein, wobei aus diesem Kollektiv ein weiterer Patient eine Dis-
krepanz zwischen DNA und RNA-Resistenz aufwies. Der Unterschied zwischen 
DNA- und RNA-Resistenz hob sich in diesem Fall aber nur leicht vom Faktor der 
festgesetzten technischen Schwankungsbreite ab. 
Diese Resultate bestätigen die genotypisch erhobenen Analysen der Arbeitsgruppen 
von Gunthardt et al. (1998) und Koch et al. (1999). 
Im Anhang ist die genotypische DNA vs. RNA-Analyse eines weiteren Patienten dar-
gestellt, die erstaunlicherweise in der DNA mehr Resistenzmutationen aufweist als in 
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der RNA. Diese Beobachtung ist konform mit der Untersuchung von Devereux et al. 
(2000). Zu ähnlichen Resultaten kam eine neuere Studie von Sarmati et al (2003): 
Neben einer errechneten allgemeinen guten Korrelation zwischen der genotypischen 
Resistenz der DNA/RNA-Paare wurden Primärmutationen bei 8 von 32 Patienten 
ausschließlich in der DNA der PBMCs festgestellt. 
Insgesamt zeigen die Ergebnisse des hier vorliegenden DNA vs. RNA-Vergleiches 
(und die dazugehörigen Patientendaten), dass bei Patienten mit Therapieversagen 
DNA und RNA in der überwiegenden Anzahl übereinstimmende phänotypische Re-
sistenzmuster aufweisen. In etwa 30 % der Fälle wurde allerdings eine Diskrepanz 
zwischen DNA und RNA festgestellt. Die DNA aus PBMCs wies (bis auf die o.g. 
Ausnahme) in diesen Fällen einen geringeren Resistenzgrad auf als virale Plasma-
RNA. 
Um die erhaltenen Daten in Korrelation zu den Patientenparametern adäquat inter-
pretieren zu können, wird im Nachfolgenden erörtert, was über Ursprung, Lebens-
dauer und Reservoir-Verhalten von HIV-RNA (aus Plasma) und DNA aus PBMCs 
bekannt ist: 
4.3.  Ursprung der HIV-RNA im Patienten-Plasma und Beitrag zellu-
lärer und anderer anatomischer Reservoirs zur Plasmavirämie 
Der Hauptort der viralen Replikation von HIV ist das periphere (=sekundäre) lympha-
tische Gewebe. Die Replikation läuft vor allem in den Lymphknoten ab. Wenn die 
Bindungskapazität der follikulären dendritischen Zellen überschritten ist, treten Virus-
partikel ins Blut über. Aber auch die Milz und das Mukosa-assoziierte lymphatische 
Gewebe sind an der Virusproduktion beteiligt. Das Virus wird i.d.R. von frisch infizier-
ten aktivierten CD4 positiven T-Lymphozyten gebildet, bei denen nach Infektion be-
sonders schnell virale Replikation und nachfolgende Virusproduktion nachzuweisen 
ist (Finzi, 1998). Die Halbwertszeit der Virionen beträgt 6 Stunden oder weniger, 
während die Halbwertszeit der virusproduzierenden (= produktiv-infizierten) Zellen 
bei 1,6 Tagen liegt. Die Generationszeit ist die Zeit, die das HI-Virus vom Verlassen 
der Zelle bis zur produktiven Infektion neuer Zellen und der erneuten Freisetzung von 
infektiösen Viruspartikeln benötigt, diese beläuft sich auf etwa 2,6 Tage (Perelson et 
al; 1996). Produktiv-infizierte CD4 Zellen des peripheren lymphatischen Gewebes 
stellen damit (bei fehlender viralen Suppression) den Grossteil der Virionen im Plas-
ma, aus denen die für die vorliegende Arbeit untersuchte HIV-RNA gewonnen wurde. 
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Zudem kann HIV-Persistenz vor allem unter HIV-Therapie in bestimmten Organ- und 
Gewebekompartimenten, besonders im zentralen Nervensystem und im Genitaltrakt, 
daneben auch in der Retina und den Epithelzellen der Nierentubuli, nachgewiesen 
werden (Schrager und D’Souza, 1998; Chun et al., 2000; Zhang et al., 2000; Pome-
rantz, 2002; Ghosn et al., 2004; Lambotte et al., 2005). Erklärt wird die Existenz die-
ser Reservoirs vor allem mit der schlechten Penetrationsfähigkeit antiretroviraler 
Substanzen in diese Kompartimente. Mutationsereignisse des HI-Virus können dort 
getrennt vom lymphatischen Gewebe ablaufen. So ist die Entstehung differenter Vi-
rusvarianten möglich, die dann auch ins Blut übertreten und so detektiert werden 
können. 
Chronisch-infizierte Makrophagen, die Abkömmlinge der Monozyten im Gewebe, 
stellen ein weiteres relativ großes Reservoir von HIV im Körper dar, das signifikant 
zur Virusproduktion und –freisetzung beiträgt (Orenstein et al., 1997; Chun et al., 
2000; Zhang et al., 2000; Aquaro et al., 2002). Diese Makrophagenpopulation wird 
deshalb auch als persistent-infiziert bezeichnet. Aufgrund ihrer relativen Unempfind-
lichkeit gegenüber den zytopathischen Effekten des HI-Virus besitzen sie eine relativ 
lange Lebensdauer (Aquaro et al., 2002). Ihre Halbwertszeit wird auf  0,5 bis 1 Monat 
geschätzt (Perelson et al., 1997; Young und Kuritzkes, 1999). Da, wie in der Einlei-
tung erwähnt, höhere Inhibitordosen zur Suppression der viralen Replikation in 
Makrophagen nötig sind als in Lymphozyten, könnten mangelnde Compliance, sub-
optimale Wirkstoffmengen oder eine Therapieunterbrechung dazu führen, dass die 
Virusproduktion und -freisetzung in Makrophagen signifikant zur Plasmavirämie bei-
trägt. 
Zu einem sehr geringen Anteil wird HIV auch von infizierten Zellen im Blut gebildet. 
Allerdings spielt diese Zellpopulation für die Plasmavirämie nur eine untergeordnete 
Rolle, da aufgrund der oben erwähnten kurzen Halbwertszeit wahrscheinlich nur we-
nige produktiv-infizierte Zellen nach der Infektion in die Zirkulation gelangen (Wei et 
al., 1995; Haase et al., 1997; Finzi und Siliciano, 1998; Furtado et al., 1999). 
 
Schlussfolgerung: 
Die Hauptmenge der HI-Viren repliziert mit kurzer Halbwertszeit (weniger als 6 Stun-
den) im lymphatischen Gewebe. Davon tritt ein kleiner, aber repräsentativer Teil ins 
Blut über. RNA-Mutationen lassen sich so schnell und direkt erfassen. Ein kleiner 
Teil der Viruspopulation (der unter suboptimaler antiviraler Suppression relativ größer 
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werden kann) repliziert in wesentlich längeren Halbwertszeiten in verschiedenen Re-
servoirs. Entstehende Mutationen können erst später festgestellt werden. 
4.4.  Ursprung der HIV-DNA 
Die „Verlaufsgeschichte“ von HIV kodierender DNA in Patienten ist erheblich kom-
plexer als die der RNA. 
Wie im Methodenteil (2.1.3.1) beschrieben, wurde die DNA für den phänotypischen 
Resistenztest der vorliegenden Arbeit aus Patienten-PBMCs isoliert. Diese DNA 
können die im Folgenden aufgeführten HIV-infizierten mononukleären Zellen des pe-
ripheren Blutkreislaufs enthalten: 
4.4.1.  Aktivierte, produktiv-infizierte, CD4 positive T-Lymphozyten 
Deren Anteil ist wahrscheinlich gering, da sich diese Zellen hauptsächlich in den 
Lymphknoten befinden und, wie in 4.3 beschrieben, eine sehr kurze Lebenszeit auf-
weisen. Sie treten deshalb kaum ins Blut über (Haase et al., 1997; Finzi und Silicia-
no, 1998). Auch die Anzahl der erst im Blutkreislauf infizierten, aktivierten Zellen, die 
dort konsekutiv Virus produzieren, ist wahrscheinlich vernachlässigbar klein. In einer 
älteren Studie betrug bei behandelten Patienten mit einer niedrigen, aber nachweis-
baren Viruslast von ca. 1.000 cp / ml der Anteil der aktivierten virusproduzierenden 
Zellen im Blut an der Gesamtzahl der Helferzellpopulation < 0,002 % (Finzi et al., 
1997). 
4.4.2.  Ruhende und aktivierte CD4 positive T-Lymphozyten mit nicht-integrierter 
HIV-DNA 
Diese Zellpopulation entsteht hauptsächlich durch Kontakt von ruhenden (sowohl 
immunologisch naiven als auch Gedächtnis-) T-Helferzellen mit HIV. Ruhende CD4 
positive T-Lymphozyten machen mit über 98 % den größten Teil der CD4 positiven 
T-Lymphozytenpopulation aus. Die Virus-RNA wird hier zwar nach der Virusein-
schleusung in die Zelle in DNA umgeschrieben, aber aufgrund der fehlenden Aktivie-
rung nicht ins Wirtsgenom integriert. Damit ist keine Produktion von HIV-Partikeln 
möglich. Diese Zellen werden auch als abortiv-infiziert bezeichnet, da festgestellt 
wurde, dass sie nach Rückkehr in den Lymphknoten eine erhöhte Apoptoserate auf-
weisen (Wang et al., 1997; Wang, 1999; Kirschner et al., 2000). Es wird angenom-
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men, dass viele der abortiv-infizierten CD4 positiven T-Zellen 1 - 2 Tage im Blutkreis-
lauf zirkulieren. 
Unintegrierte (extrachromosomale) DNA ist wahrscheinlich weniger stabil als integ-
rierte. Die Lebensdauer der betroffenen Zellen ist deshalb wahrscheinlich kürzer als 
die der später beschriebenen latent-infizierten Zellen mit integriertem Provirus (siehe 
4.4.3.), da nicht-integrierte DNA bzw. der Präintegrationskomplex bei fehlender Akti-
vierung nach einigen Tagen degradiert wird (Zack et al., 1990; Spina et al., 1995; 
Finzi und Siliciano, 1998; Zhou et al., 2005). 
In einem untherapierten asymptomatischen Patientenkollektiv betrug der Anteil an 
HIV-infizierten CD4 positiven T-Lymphozyten (im aktivierten und ruhenden Zustand) 
im Blut 0,07 % bis 0,4 %. Zwischen 50 % und 88 % dieser Zellen enthielten extrach-
romosomale DNA. Bei Patienten mit AIDS hingegen stieg Zahl der Zellen mit integ-
rierter DNA (Bukrinsky et al., 1991). 
In einer weiteren Studie dominierte in aktivierten CD4 positiven T-Zellen (die aller-
dings neben den ruhenden die Minderheit ausmachen) ebenfalls die unintegrierte, 
replikations-inkompetente DNA-Form (Chun et al., 1997). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die nicht-integrierte HIV-DNA in CD4 
positiven T-Lymphozyten in untherapierten Patienten überwiegt und damit die Rate 
der im folgenden Punkt aufgeführten proviraler DNA in latent-infizierten Zellen über-
trifft (Bukrinsky et al., 1991; Chun et al., 1997). Damit stellt diese Fraktion (vor allem 
bei aktiver HIV-Replikation im Rahmen einer fehlenden oder ineffektiven Therapie) 
mit großer Wahrscheinlichkeit im Blutkreislauf den Hauptanteil der zellulären aktuel-
len Viruspopulation und damit der DNA in den PBMCs dar, die bei den Testen mit 
PCR amplifiziert wird. 
4.4.3.  Ruhende CD4 positive Gedächtniszellen mit integrierter DNA/latent-infizierte 
Zellen 
Retrovirale Latenz zeichnet sich durch die Existenz eines integrierten Provirus in den 
infizierten Zellen aus, der erst nach einer entsprechenden (meist immunologischen) 
Aktivierung transkribiert wird. Diese Form der viralen DNA findet sich in Helferzellen 
mit Gedächtnisfunktion. Hervorgegangen sein könnten diese Zellen aus ursprünglich 
aktivierten, produktiv-infizierten T-Helferzellen, die lange genug überlebten, um in 
den Zustand einer ruhenden Gedächtniszelle überzugehen (Finzi, 1998). CD4 positi-
ve Gedächtniszellen, besonders solche, die sich gerade von der aktivierten naiven 
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Helferzelle in eine Gedächtniszellen umwandeln, können aber auch direkt mit HIV 
infiziert werden. Dagegen weisen ruhende naive CD4 positive T-Zellen nur eine ge-
ringe Empfänglichkeit für eine HIV-Infektion auf (Mitsuyasu, 1999). Nicht-infizierte wie 
infizierte CD4 positive Gedächtniszellen rezirkulieren nach allgemeiner Annahme 
zwischen Lymphknoten, lymphatischem System und dem Blut (Chun et al., 1997; 
Mitsuyasu, 1999; Kirschner et al.; 2000). Um dieses komplexe System besser ver-
ständlich zu machen, wird hier ein zusammenfassendes Modell von Kirschner et al. 
(2000) zur Verdeutlichung der Dynamik und der Zirkulationsmuster CD4 positiver 
infizierter Lymphozyten während der HIV-1 Infektion gezeigt (Abb. 6). Berücksichtigt 
werden hier neben latent infizierten Gedächtniszellen auch die zuvor diskutierten 
Lymphozyten mit nicht-integrierter DNA (siehe 4.4.2.) und aktivierte, produktiv infi-
zierten Zellen (siehe 4.4.1.). 
Dynamics of CD4+ T cells 
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Abb. 6 Dynamik der CD4 positiven T Zellen während der HIV-Infektion; CD4 positive Zellen mit 
proviraler DNA (latent infiziert) rezirkulieren zwischen dem lymphatischen System und dem 
Blutkompartiment, CD4 positive T-Zellen mit unintegrierter DNA gelangen ebenso ins Blut, 
bei der Rückkehr in das lymphatische System unterliegt diese Population aber einer erhöh-
ten Apoptoserate. Die Mehrheit der produktiv-infizierten CD4 positiven T-Zellen geht noch 
im lymphatischen Gewebe zugrunde. 
 
Zu beachten ist, dass in den Zirkulationsmustern dieser Zellen Unterschiede existie-
ren, je nachdem ob mit ART therapiert wird oder nicht. So wurde nachgewiesen, 
dass die Zahl der Gedächtniszellen einige Monate nach Therapiebeginn im Blut an-
steigt, hervorgerufen durch eine Umverteilung der Lymphozyten von den Lymphkno-
ten ins Blut (Pakker et al., 1998; Bucy et al., 1999; Zhang et al., 1998; Kirschner et 
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al., 2000). Dadurch stellt sich wieder das normale Verteilungsverhältnis der Lympho-
zyten von 98 % (vorher 99 %) im lymphatischen Gewebe und 2 % (vorher 1 %) im 
Blut ein. 
Das Reservoir der latent-infizierten T-Helferzellen etabliert sich wahrscheinlich be-
reits nach der primären HIV-Infektion (Chun et al., 1998). Die Größe dieser Zellpopu-
lation ist bei Patienten während der asymptomatischen Phase, also zwischen der 
Primärinfektion und der Entwicklung von AIDS, mit weniger als 0,05% im Bezug auf 
alle ruhenden CD4 positiven T-Zellen sehr klein. Diese Zahl gilt sowohl für die Blut-
zirkulation als auch für den Lymphknoten. Zudem besteht kein Zusammenhang zwi-
schen dem Anteil dieser Lymphozytenfraktion und der Viruslast, der CD4 positiven 
Zellzahl oder der verabreichten Therapie. Innerhalb dieser Fraktion existiert zudem 
noch ein großer Anteil an Zellen, die defekte provirale DNA beherbergen (Chun et 
al., 1997). 
Wie schon in 4.4.2. erwähnt, zeigt sich in Patienten mit AIDS ein Anstieg der Zellfrak-
tion mit integrierter DNA im Vergleich zu extrachromosomaler DNA (Bukrinsky et al., 
1991. 
Das Reservoir der latent-infizierten CD4 positiven Gedächtniszellen zeichnet sich 
aufgrund der bereits integrierten HIV-DNA durch eine große Stabilität aus. Die Halb-
wertszeit liegt im Bereich von Monaten oder sogar Jahren (Finzi et al, 1999; Di Mas-
cio et al., 2003; Siliciano et al., 2003). Die Rate des Verschwindens hängt wahr-
scheinlich vom Niveau der Virusreplikation und der Proliferationsfähigkeit infizierter 
Zellen ab, die für eine kontinuierliche Erneuerung dieses Reservoirs sorgen (Furtado 
et al., 1999; Ramratnam et al., 2000; Persaud et al., 2003). In einer neueren Veröf-
fentlichung (bei Patienten mit Avirämie über ca. 9 Jahre) fand man zudem Hinweise 
auf eine Kreuzinfektion zwischen dem Kompartiment der aktivierten und der ruhen-
den CD4 positiven T-Zellen. Die Autoren schlussfolgern, dass so das CD4 positive T 
Zell-Reservoir kontinuierlich wiederaufgefüllt und die Halbwertszeit der latent-
infizierten CD4 positiven T-Zellen ständig verlängert wird (Chun et al. 2005). 
Das HIV-Genom dieser Zellen (in Patienten mit kompletter Plasmasuppression) ist 
aufgrund der langen Lebenszeit archivarischer Natur und weist, wenn überhaupt, nur 
solche Resistenzmutationen auf, die von einer länger zurückliegenden Therapie oder 
ursprünglich vorliegenden Mutationen herrühren. Bei Patienten mit inkompletter Sup-
pression finden sich allerdings gehäuft Nukleotidaustausche (Wong et al., 1997; 
Gunthardt et al., 1998; Furtado, 1999; Lambotte et al., 2004; Monie et al., 2005).  
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Latent-infizierte CD4 positive T-Lymphozyten sind also als ein wichtiges Reservoir 
von HIV identifziert worden (Finzi und Siliciano, 1998; Chun and Fauci, 1999; Blank-
son et al., 2002; Monie et al.; 2005). Bei Änderung des Therapieschemas mit Wegfall 
des ursprünglichen Selektionsdrucks könnten diese Zellen nach entsprechender Re-
aktivierung die Virusproduktion wieder aufnehmen und die dominante HIV-Population 
stellen. Es existieren aber auch Untersuchungen, durchgeführt nach Unterbrechung 
von HAART, die zeigen, dass die neu auftretende Viruspopulation zum Teil genetisch 
different vom vorherrschenden HIV-Stamm in den Helferzellen im Blut ist. Dabei wur-
de festgestellt, dass die Größe des latenten HIV Reservoirs vor Therapieunterbre-
chung (in beiden Studien keine Plasmavirämie nachweisbar!) nicht ausreichend mit 
dem Ausmaß der nachfolgenden Plasmavirämie korrelierte. Unterschiede zwischen 
dem Genom des Plasmavirus und dem Genom des latenten Lymphozytenreservoirs 
könnten damit zusammenhängen, dass aufgrund einer unzureichenden Suppression 
der viralen Replikation durch die Chemotherapie die virale Aussaat von anderen infi-
zierten Zellen bzw. von Gewebekompartimenten ausgeht, die zu einer Plasmavirä-
mie nach einem Therapiestopp beitragen (Chun et al., 2000; Zhang et al., 2000; sie-
he 4.3). Daneben könnten auch chronisch-infizierte Makrophagen eine Rolle spielen 
(Aquaro et al., 2002). 
 
Zusammengefasst: 
Aufgrund des dargestellten Mengenverhältnisses an latent-infizierten Lymphozyten 
im Blut könnte ihre DNA durchaus vom PRT-System erfasst worden sein. Möglicher-
weise vor allem dann, wenn die HIV-Replikation durch effektive HAART deutlich ge-
mindert ist, da dann diese Fraktion nicht von den unter 4.4.2 aufgeführten Zellen ver-
drängt werden konnte. 
4.4.4.  Naive CD4 positive T-Lymphozyten mit integrierter DNA 
Neben den CD4 positiven Gedächtniszellen wurden auch immunologisch naive Hel-
ferzellen gefunden, die in geringem Maß provirale DNA beherbergen. Möglicherwei-
se sind diese aus Lymphozyten, die phänotypisch ehemals Gedächtniszellen waren 
oder durch (in sehr seltenen Fällen) direkte Infektion hervorgegangen (Pierson et al., 
2000). Ebenso ist eine direkte Infektion von Thymozyten möglich (Brooks, NatMed, 
2001). 
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4.4.5.  Monozyten 
Neben den beschriebenen Lymphozyten können (in kleinerem Umfang) auch die 
Monozyten des Blutes, Vorläufer der Makrophagen, HIV-DNA enthalten.  
In zirkulierenden Monozyten ist infektiöses Provirus sogar in Patienten unter effizien-
ter HAART nachweisbar (Sonza et al., 2001; Zhu et al., 2002). In Patienten mit akti-
ver Virusreplikation aufgrund von Therapieversagen stieg die Anzahl der replikations-
fähigen Monozyten (bzw. die aus ihnen gezüchtete Makrophagen-Zellkultur) von we-
niger als 10% auf ca. 50% an (Harrold et al., 2002). Es wird angenommen, dass die 
Zellen der Monozyten/Makrophagenlinie bald nach der Übertragung von HIV infiziert 
werden und ebenso wie latent-infizierte Zellen während allen Infektionsstadien als 
virales Reservoir vorhanden sind (Orenstein et al., 1997; Finzi und Siliciano, 1998). 
Diese Vermutung könnte auch die Beobachtung erklären, dass Sequenzanalysen 
Monozyten-assoziierter DNA keine neuen Resistenzmutationen zeigten (Lambotte et 
al., 2000; Sonza et al., 2001). Monozyten befinden sich 36-104 Stunden im Blut, be-
vor sie schließlich ins Gewebe wandern und dort zu Makrophagen transformieren 
(Meuret und Hoffmann, 1973; van Furth, 1979). Man nimmt an, dass einmal ins Ge-
webe emigrierte Makrophagen diesen Ort nicht wieder verlassen (Begemann und 
Rastetter, 1993). 
Die Zellzahl der Monozyten im Blut beträgt 90 - 600 / µl (Herold et al., 2005). Auf-
grund ihrer Größe kann diese Zellfraktion durchaus die HIV-DNA beherbergenden 
CD4 positiven T-Lymphozyten im Blut dominieren: Deren Größe hängt von der CD4-
Zellzahl im Blut und dem Prozentsatz der infizierten Zellen ab. Bei gesunden Er-
wachsenen finden sich 435-1600 T4 Helferzellen pro µl im Blut (Herold et al., 2005). 
Legt man die Zahlen von Bukrinsky et al. (1991) zugrunde, sind bei Patienten in der 
asymptomatischen Phase 0,07-0,4% bzw. bei der Entwicklung von AIDS bis zu 1 % 
der CD4 positiven T-Lymphozyten infiziert. 
4.5.  Interpretation der erhaltenen Daten in Bezug auf die patienten-
spezifischen Laborparameter Viruslast und CD4-Zellzahl 
In der vorliegenden Arbeit zeigt sich keine klare Korrelation zwischen den Resis-
tenzmustern von DNA vs. RNA und der Höhe der jeweiligen Viruslast bzw. der An-
zahl der CD4 positiven Zellen.  
Zunächst war vermutet worden, dass bei hoher Viruslast die Resistenzergebnisse für 
DNA und RNA im PRT übereinstimmen müssten. Diese Vermutung basierte auf der 
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Annahme, dass sich aufgrund der hohen Replikationsrate und des damit verbunde-
nen hohen Zell-Umsatzes neue Viruspopulationen rasch auch in der proviralen DNA 
infizierter Zellen widerspiegeln müssten. Bei niedriger Replikationsrate hingegen 
wurden eher Unterschiede erwartet. Erste Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, die aus 
zwei Patientenproben (Viruslast 20.000 bzw. > 300.000) gewonnen wurden, wiesen 
in diese Richtung (Gehringer, 2001). 
In der vorliegenden Arbeit erwies sich diese Annahme bei Patient 24 als richtig. Bei 
einer niedrigen Viruslast von ca. 1.900 cp/ml zeigte die RNA Resistenzen, wohinge-
gen das Resistenzprofil der DNA dem einer WT-Protease entspricht. Die hohe Zahl 
an CD4 positiven Zellen (927/µl bzw. 23%) bei diesem Patienten ist ein Indikator für 
einen guten Immunstatus. Bei zwei weiteren Patienten (Patient C und Patient 7141) 
zeigten sich allerdings ebenfalls Unterschiede im Resistenzprofil zwischen DNA und 
RNA, obwohl die Viruslast in beiden Fällen deutlich höher war (23.000 cp / ml bzw. 
230.000 cp / ml). 
Eine hohe Viruslast lässt also nicht generell auf eine Übereinstimmung von periphe-
rer HIV-DNA und -RNA schließen. 
Diese Feststellung deckt sich partiell mit einer neueren Studie von Chew et al. 
(2005). Dabei wurde zwar bei Patienten mit „intermediärer“ (10.000 cp / ml bis < 
100.000 cp / ml) und „hoher“ (> 100.000 cp / ml) Viruslast eine insgesamt gute Korre-
lation zwischen dem Plasma- und PBMC-Kompartiment bezüglich der PI / RTI-
Resistenz festgestellt, allerdings war die Resistenzrate im Plasma doch tendentiell 
höher als in PBMCs. Bei Patienten mit einer Viruslast von < 10.000 cp / ml („niedrige“ 
Viruslast) war die Anzahl der Proteasemutationen (auch der Primärmutationen) im 
Plasma generell höher als in PBMCs. In einer weiteren Studie, in der ein Vergleich 
zwischen der genotypischen Resistenz von HIV-PBMC-DNA UND HIV-Plasma-RNA 
vorgenommen wurde, fand sich in den diskordanten DNA-RNA-Paaren keinerlei Kor-
relation zu virologischen und immunologischen Parametern (Sarmati et al., 2005). 
Die CD4-Zellzahl von Patient C in der vorliegenden Arbeit war mit 79 / ml äußerst 
niedrig, was für einen schlechten Immunstatus spricht und mit dem Befund der ho-
hen Viruslast korreliert. Für Patient 7141 war die CD4-Zahl nicht verfügbar. Während 
bei Patient C sowohl die RNA als auch die DNA deutliche Resistenzen aufwies, die 
Resistenz in der RNA bei einigen PIs allerdings noch höher war, wurden für Patient 
7141 relativ niedrige Resistenzfaktoren für DNA im Gegensatz zu überwiegend ho-
hen Faktoren der RNA ermittelt. Bei Patient C, dessen HIV-Population u. a. unter 
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dem Selektionsdruck von Lopinavir und Ritonavir stand, könnte zum Zeitpunkt der 
Blutabnahme ein Wechsel zu einer in höherem Maß resistenten Population abgebil-
det worden sein: In der Genotypisierung wurden die zusätzlichen Mutationen I50I/V 
und I54I/V festgestellt, die auf unterschiedliche, gleichzeitig vorkommende Viruspo-
pulationen hinweisen. Da der Wechsel zu einer neuen dominanten Viruspopulation 
möglicherweise gerade stattfand, war diese wahrscheinlich noch nicht in der zellulä-
ren HIV-DNA abgebildet. 
Die Unterschiede zwischen DNA und RNA bei Patient 7141 sind so nicht zu erklären, 
zumal der Patient zum Zeitpunkt der Probenentnahme nicht unter dem Selektions-
druck eines PIs stand, eine Behandlung mit Nelfinavir lag 2 Jahre zurück. Hier gibt es 
Hinweise, dass für die DNA unterschiedliche Populationen existieren (Mutation 
L90M/L), die auch im PTR erfasst wurden. 
Da die Patientenparameter „Viruslast“ und „CD4-Zahl“ offensichtlich für unsere Inter-
pretation nicht ausreichen, sollen die Überlegungen im Folgenden auf die virale Dy-
namik, d.h. die „Geschichte“ der PBMC-DNA-Population erweitert werden: 
4.6.  Interpretation der Daten in Hinblick auf die virale Dynamik 
4.6.1.  Interpretation der Resistenz-Unterschiede bei 3 Patienten 
Resistenz-Unterschiede wurden bei den Patienten C, 24 und 7141 festgestellt.  
Die Daten von Patient C weisen möglicherweise auf einen Wechsel der dominieren-
den Plasmapopulation hin: In den zirkulierenden PBMCs dominiert noch frühere 
DNA, was auf die längere Lebenszeit der mononukleären Blutzellen im Vergleich zur 
kurzen Lebenszeit des Viruses im Plasma (Halbwertszeit < 6 Stunden) zurückzufüh-
ren ist. Die PBMCs setzten sich möglicherweise sowohl aus infizierten Monozyten als 
auch aus infizierten CD4 positiven T-Lymphozyten mit überwiegend unintegrierter 
DNA zusammen. Aufgrund des einheitlichen DNA-Resistenzmusters überwiegt eine 
Population oder aber mehrere Populationen sind in ihren Resistenzmutationen iden-
tisch. Die in der RNA zusätzlich gefundenen Mutationen I50V und I54V (spezifisch 
für Amprenavir und Ritonavir) könnten „späte“ Mutationen der kurz vor der Untersu-
chung angewendeten PIs APV und RTV sein. 
Bei Patient 7141 liegt wohl kein Wechsel der RNA-Population vor, da der Selektions-
druck eines individuellen PIs fehlt. Wie könnte man sich hier den höheren Resistenz-
grad der RNA im Gegensatz zur DNA erklären? Die DNA-Population müsste aus 
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langlebigen Zellen stammen, deren HIV-Genom archivarischen Charakter hat. Dafür 
kommen Monozyten und latent-infizierte ruhende CD4 positive Gedächtniszellen in 
Frage, die einen früheren Infektionszeitpunkt und dessen eventuelle Therapie abbil-
den. Allerdings liegt bei diesem Patienten eine relativ hohe Replikationsaktivität (ge-
schlossen aus der Viruslast von 23.000 cp/ml) vor. Ein Überwiegen der Gedächtnis-
zellen im Blut ist deshalb unwahrscheinlich, weil die hohe Replikationsrate eher zu 
einem „Homing“ dieser Lymphozytensubpopulation führt (und im Blut vor allem erst 
kürzlich infizierte Lymphozyten mit unintegrierter DNA, deren Lebensdauer begrenzt 
ist, auftreten müssten). Am wahrscheinlichsten ist die überwiegende Erfassung von 
HIV-DNA aus Monozyten. Aufgrund der erwähnten Heterogenität der PR-Sequenz 
existieren aber wohl mehrere Subpopulationen, zusammengesetzt aus einer Zellart 
oder einer Mischung der oben erwähnten. 
Im Fall des Patienten 24 stellt sich die Sachlage klarer dar. Hier könnte die HIV-DNA, 
die Wildtyp-Charakter hat, tatsächlich aus latent-infizierten CD4 positiven Gedächt-
niszellen stammen, da die Viruslast mit 1.900 cp/ml doch relativ gering ist und auch 
die hohe Helferzellzahl für eine eher niedrige Replikationsrate spricht. Da aber auch 
die HIV-DNA der Monozyten archivarischen Charakter hat, könnten diese Zellen   
ebenfalls maßgeblich zur erfassten DNA-Fraktion beigetragen haben. 
4.6.2.  Interpretation beim Vorliegen übereinstimmender Resistenzmuster in DNA 
und RNA 
Eine Übereinstimmung der übrigen 9 Patienten im Resistenzmuster von DNA und 
RNA kann im Hinblick auf die oben dargestellten Theorien dahingehend gedeutet 
werden, dass einerseits der Großteil der im PRT erfassten HIV-DNA im Blut erst 
kürzlich gebildet wurde. Als mögliche Zellfraktion, die diese Vorgabe erfüllt, kommen 
hier CD4 positive T-Lymphozyten, die hauptsächlich unintegrierte DNA beherbergen, 
in Frage. Es könnte allerdings auch sein, dass sich die analysierte HIV-RNA während 
eines längeren Zeitraumes nicht verändert hat und somit genug Zeit vorhanden war, 
dass diese genetische Information in den latent-infizierten CD4 positiven Gedächt-
niszellen archiviert wurde. 
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4.7.  Konsequenzen aus den vorgelegten Ergebnissen für eine phä-
notypische Resistenztestung 
Die Diskrepanzen in der oben zusammengefassten Literatur lassen sich nach den 
Ergebnissen der vorgelegten Arbeit zusammengefasst so erklären, dass die RNA-
basierten Daten relativ eindeutig die aktuelle Situation wiedergeben, die DNA-
basierten Daten aber davon abhängen, aus welcher Zellpopulation mit welchen histo-
rischen Ereignissen verknüpft die DNA stammt. 
Um die tatsächliche aktuelle Resistenzsituation gegenüber antiretroviralen Substan-
zen diagnostisch bestimmen zu können, sollte HIV-RNA aus Plasma verwendet wer-
den, auch wenn bei der Gewinnung sowohl die Zentrifugation des Vollblutes als auch 
der Schritt der Reversen Transkription durchgeführt werden muss, was aufwendiger 
ist und mit einer potentiell höheren Infektionsgefahr für das Laborpersonal verbunden 
ist als die Extraktion von HIV-DNA. Für die HIV-RNA als dem geeigneten Ausgangs-
material für den PRT spricht auch die kurze Halbwertszeit des Virus von weniger als 
6 Stunden. Nachteilig könnte sich dagegen bei der in der vorliegenden Arbeit ange-
wandten Resistenzbestimmung aus RNA der zusätzlich nötige Schritt der Reversen 
Transkription auswirken. Es ist nicht auszuschließen, dass die Primer für den RT-
Schritt selektiv wirken. Zudem muss bei einer RNA-Präparation immer eine DNA-
Kontamination ausgeschlossen werden. 
Die Fraktion der PBMCs, aus der die HIV-DNA isoliert wurde, ist dagegen mögli-
cherweise (sehr) heterogen zusammengesetzt (siehe oben). Diese Zellen können 
auch frühere Infektionsstadien repräsentieren (Verhofstede et al., 2004). Diese Tat-
sache kann man sich allerdings für spezielle Fragestellungen zunutze machen, zum 
Beispiel, um stille Mutationen aufzudecken. Solche Untersuchungen geben zwar kei-
ne Auskunft über Medikamente, die zum aktuellen Zeitpunkt unwirksam sind, können 
aber Informationen über antiretrovirale Substanzen liefern, die für die HIV-Therapie 
gemieden werden müssen. Da eine resistente Virusvariante unter Selektionsdruck 
innerhalb einiger Wochen zur dominanten Viruspopulation heranwachsen kann, ist 
es hilfreich, solche Minorpopulationen vor einer Veränderung der Therapiebedingun-
gen aufzuspüren (Rusconi S. und Moroni M.; 2000; Noe et al., 2005). 
Die in der vorliegenden phänotypischen Analyse erhobenen Daten aus RNA wurden 
durch den Vergleich mit dem Genotyp weitestgehend bestätigt (3.9). Die wenigen 
gefundenen Unterschiede zeigen möglicherweise den tatsächlichen Vorteil der phä-
notypischen gegenüber der genotypischen Methode auf. 
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4.8.  Zusammenfassung 
Das Auftreten von Resistenzen ist eines der Hauptprobleme der heute angewandten 
antiretroviralen Therapie. Resistenzen können diagnostisch mit dem sog. genotypi-
schen oder dem phänotypischen Verfahren festgestellt werden. Die genotypische 
Diagnostik beruht auf der Nukleotid-Sequenzierung der viralen Target-Gene Reverse 
Transkriptase oder Protease, die relativ einfach zu bewerkstelligen ist. Ein phäno-
typischer Resistenztest und damit direkter Aktivitätstest der Enzyme RT und PR ist 
sehr viel präziser. Dies ist z.B. beim Vorliegen komplexer Resistenzmuster oder ei-
nem Mangel an genotypischer Information von resistenzrelevanten Mutationen bei 
einem neu verwendeten antiviralen Medikament von großer Bedeutung. Die zu tes-
tenden Enzyme werden entweder aus DNA, isoliert aus PBMCs aus Patientenvollblut 
oder Plasma-RNA rekombinant hergestellt. 
Vor kurzem wurde nun die Frage erhoben, ob die diagnostisch gemessenen Werte 
Unterschiede aufweisen, je nachdem ob DNA oder RNA als Ausgangmaterial ver-
wendet wurde. Zur Klärung dieser Frage wurde in der vorliegenden Arbeit das phä-
notypische Resistenzverhalten der HIV-Protease von 12 Patienten gegenüber 5 ver-
schiedenen Proteaseinhibitoren untersucht. Aus jedem der Patienten wurde ein „Pro-
tease-Paar“ sowohl aus HIV-DNA als auch HIV-RNA (via cDNA) rekombinant produ-
ziert. Die Patienten wiesen eine unterschiedliche Höhe der Viruslast auf, sie lag zwi-
schen 1.900 cp/ml und 230.000 cp/ml, und hatten unterschiedlich hohe CD4-
Zellzahlen. 
Mit dieser Untersuchung sollte also erstens die Frage beantwortet werden, ob zu ei-
nem gegebenen Zeitpunkt Abweichungen im Resistenzprofil zwischen den beiden 
Formen genetischer Information von HIV im Körper vorliegen können. Im positiven 
Fall sollte festgestellt werden, welchen Einfluss die Virusvermehrung/Virusdynamik 
und der Immunstatus des betroffenen Patienten, ausgedrückt durch die Laborpara-
meter Viruslast und CD4-Zellzahl, darauf haben. 
Zweitens sollte dasjenige Probenmaterial gefunden werden, welches für den phäno-
typischen Resistenztest das optimale Resultat ergibt: entweder HIV-DNA aus PBMCs 
im Vollblut oder HIV-RNA aus Blutplasma. 
Der hier verwendete phänotypische Resistenztest (PRT) basiert auf der direkten 
Messung der HIV-Proteaseaktivität, die durch rekombinante Expression der gesam-
ten Population von HIV-Protease eines Patienten hergestellt wurde. Für die vorlie-
gende Arbeit wurde parallel sowohl HIV-DNA aus PBMCs im Vollblut als auch cDNA 
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aus viraler RNA im Blutplasma des Patienten als Ausgangsmaterial für die nested 
PCR verwendet. Nach erfolgter Expression des Enzyms in E. coli und effektiver Ein-
Schritt-Aufreinigung wurde die Proteaseaktivität mit einem neuen und schnellen phä-
notypischen Testsystem mittels eines Fluoreszenzsubstrats in Ab- und Anwesenheit 
der verschiedenen Inhibitoren gemessen. Durch den Vergleich mit Wildtyp-Werten 
konnten die entsprechenden Resistenzfaktoren berechnet werden. 
 
Ergebnis: Von den 12 untersuchten Patienten zeigten sich in 3 „DNA/RNA-Paaren“ 
signifikante Unterschiede in mindestens einem Proteaseinhibitor, während bei 9 Pa-
tienten übereinstimmende Resistenzmuster gefunden wurden. 
Schlussfolgernd wird festgestellt, dass die Verwendung von entweder DNA oder 
RNA als Ausgangssubstanz für den benutzten Resistenztest unterschiedliche Ergeb-
nisse im Resistenzmuster erbringen kann, dies aber nicht notwendigerweise der Fall 
ist. Zwischen dem Auftreten bzw. Fehlen von unterschiedlichen Resistenzmustern 
und den virologischen und immunologischen Parametern Viruslast und Anzahl der 
CD4 positiven Zellen konnte keine klare Korrelation festgestellt werden. 
Ein Auftreten von Differenzen zwischen den Resistenzmustern von DNA und RNA 
kann die Folge eines Populationswechsels der HIV-RNA sein, die im Gegensatz zur 
archivarischen Natur der meist integrierten DNA aus ruhenden CD4 positiven T-
Gedächtniszellen oder Monozyten erst kürzlich von aktiv infizierten Zellen produziert 
wurde. Ein Fehlen von Unterschieden kann bedeuten, dass die Hauptfraktion der 
DNA entweder erst kürzlich generiert wurde (eventuelles Vorliegen großer Mengen 
an nicht-integrierter DNA; siehe 4.4.2) oder die RNA sich nicht verändert hat. 
Für die diagnostische Anwendung des PRT haben diese Ergebnisse folgende Kon-
sequenzen: um die aktuelle Resistenzsituation abzubilden, ist virale RNA aus dem 
Blutplasma das bevorzugte Ausgangsmaterial. Um dagegen stille Mutationen aufzu-
decken, die z. B. für zukünftige Therapien oder eine adäquate Postexpositionspro-
phylaxe von Bedeutung sind, sollte virale DNA, stammend aus PBMCs des Vollblu-
tes, verwendet werden. 
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Anhang 
Anhang 1: 
Mit HIV infizierbare humane Zellen 
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Anhang 2: 
Patient 4 mit Resistenzmutationen sowie weitere Laborparameter und Therapie (Blut 
vom 26.09.2000) 
 
Viruslast: 1.200.000 cp/ml (Sept/2000) 
CD4 positive T-Zellen: 25/µl (Sept/2000) 
ART: von 04/2000 bis 11/2000: d4T, ddI, RTV und SQV  
 
DNA: L10I, M36I, L63P, V77I, L90M 





Abkürzungsverzeichnis  129 
Abkürzungsverzeichnis 
Abb. Abbildung 
ad. auffüllen bis 
AIDS aquired immunodeficiency syndrome 
ART antiretrovirale Therapie 
BSA bovines Serumalbumin 
bp Basenpaare 














HAART hochaktive antiretrovirale Therapie 
HIV humanes Immundefizienzvirus 
h Stunde 
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n.d. nicht bestimmt 
nm Nanometer 
NNRTI nicht nukleosidartige RT-Inhibitoren 
NRTI nukleosidartige RT-Inhibitoren/  
Nukleosid-Analoga 
OD optische Dichte 
P/Pat. Patient 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PBMCs “peripheral blood mononuclear cells”/ 
mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 
PBS Phosphate-buffered saline 
PI Proteaseinhibitor 
PR Protease des HI-Virus 
PRT phänotypischer Resistenztest 
RNA Ribonukleinsäure 
RNAse Ribonuklease 
UPM Umdrehungen pro Minute 
RPC reversed phase chromatography 








U “unit”/ enzymatische Einheit 
UNAIDS United Nations AIDS  
V Volt 
WT Wildtyp 





Danksagung  131 
Danksagung 
Herrn Prof. Dr. Heesemann danke ich für die freundliche Aufnahme in das Graduier-
tenkolleg „Infektion und Immunität“ und Herrn Prof. Dr. Koszinowski für die Aufnahme 
am Lehrstuhl für Virologie des Max-von-Pettenkofer Institutes. 
Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. von der Helm für die Bereitstellung des 
interessanten Themas, sein kontinuierliches Mitwirken und Interesse am Fortgang 
dieser Arbeit und das engagierte Korrekturlesen. Herr Prof. von der Helm hatte stets 
ein offenes Ohr für meine Fragen und gerade die Diskussion theoretischer Hinter-
gründe war für mich eine große Hilfe. 
Bei meinem Mitbetreuer Dr. Hans Nitschko möchte ich mich besonders für seinen 
großen Einsatz bei der Lösung technischer Probleme bedanken. Wichtig waren mir 
auch seine Diskussionsbereitschaft und seine Fähigkeit, mich zum wissenschaftli-
chen Denken anzuregen. Ich danke ihm auch, dass er sich an den Korrekturarbeiten 
beteiligt hat. 
Frau Heike Gehringer und Frau Sigrid Seelmeir danke ich für die Einarbeitung in die 
praktischen Grundlagen dieser Arbeit, Herrn Dr. Jürgen Blusch für ein offenes Ohr 
bei allen labortechnischen und molekularbiologischen Fragen. Herrn Dieter Hoff-
mann, der zur gleichen Zeit in unserer Arbeitsgruppe an seiner Doktorarbeit tätig 
war, möchte ich einerseits für die Einarbeitung in die von ihm entwickelte Methodik 
der enzymkinetischen Fluoreszenzmessung danken und andererseits für das gute 
Arbeitsklima und seine Hilfsbereitschaft bei der Laborarbeit. 
Ohne die Zusammenarbeit mit dem Team der virologischen Diagnostik des Max-von-
Pettenkofer Institutes hätten bestimmte praktische Teile dieser Arbeit nicht entstehen 
können. Deshalb danke ich besonders Herrn PD Dr. Eberle für die Mithilfe bei der 
Auswahl geeigneter Patienten, der Bereitstellung der dazugehörigen Patientenpro-
ben, der Ermittlung relevanter patientenspezifischer Daten und der Erstellung geno-
typischer Resistenzprofile. Frau Rita Scherbauer danke ich für die Durchführung der 
reversen Transkription und der nested PCR aus diversen Patientenproben. 
Bei Herrn Prof. Bogner und Herrn Prof. Göbel von der HIV-Ambulanz der Medizini-
schen Poliklinik der LMU München möchte ich mich für die Bereitschaft zur Bereit-
stellung von Patientenproben und das Interesse an den Ergebnissen dieser Arbeit 
bedanken. 
Danksagung  132 
Am Ende möchte ich mich bei meinem Mann Alexander für die großartige Unterstüt-
zung, Ermutigung und seine Geduld bedanken! 
 
 
Lebenslauf  133 
Lebenslauf 




Anschrift Leipartstr. 20 
81369 München 




1976 - 1980 Grundschule Altenstadt 
1980 - 1982 Gymnasium Schongau 
1982 - 1986 Realschule Schongau; Mittlere Reife 




1986 - 1988 Staatliche Berufsfachschule für med.-techn. Labora-
toriumsassistenten am Max-von-Pettenkofer Institut 
München 
  
Beruflicher Werdegang  
1988 - 1993 Tätigkeit als MTLA in der medizinischen Mikrobiologie 
an der LMU München, bei einem niedergelassenen 




WS 1996 / 1997 Pharmazie; LMU München 
SS 1997 Humanmedizin; LMU München 
März 1999 Ärztliche Vorprüfung 
März 2000 1. Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
Lebenslauf  134 
April 2000 Beginn der Promotionsarbeit am Max-von-
Pettenkofer Institut der LMU-München im Rahmen 
des DFG-Graduiertenkollegs „Infektion und Immuni-
tät“ 
Betreuer: Prof. Dr. Klaus von der Helm 
Thema: Phänotypische Resistenzbestimmung ge-
genüber HIV-1-Proteaseinhibitoren - Ein Vergleich 
von DNA vs. RNA als Patientenmaterial 
September 2003 2. Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
Oktober 2003 - Februar 
2004 
Beginn des Praktischen Jahres: 
1. Trisemester: 
Chirurgie (Städt. Krankenhaus München-Neuperlach) 
Februar 2004 - Mai 2004 2. Trisemester: 
Innere Medizin (Städt. Krankenhaus München-
Neuperlach) 
Mai 2004 - September 2004 3. Trisemester: 
Anästhesie (Klinikum der Universität München - In-
nenstadt) 





29. Januar 2005 Geburt eines Sohnes 









Strommer U, Hoffmann D, Gehringer H, Bogner JR, Goebel FD, Nitschko H, von der 
Helm K (2002). HIV-1 protease phenotypic resistance: testing DNA versus RNA as 
source material. Infection 30 (Suppl 1): 22 
 
Hoffman D; Assfalg-Machleidt I; Machleidt W; Koszinowski U, Gehringer H, Strom-
mer U, von der Helm K, Nitschko H (2001). A novel high-throughput, fluorescence-
based read-out assay for detecting phenotypic HIV-1 protease resistance. Antiviral 





Strommer U, Hoffmann D, Gehringer H, Bogner JR, Goebel FD, Nitschko H, von der 
Helm K (2002). HIV-1 protease phenotypic resistance: testing DNA versus RNA as 
source material. ConVir 2002, München. Infection 30 (Suppl 1): 22 
 
Strommer U, von der Helm K (2001). Phänotypische Resistenzbestimmung der vira-
len Protease bei HIV-Infizierten unter Kombinationstherapie. 1. Statusseminar des 
DFG-Graduiertenkollegs „Infektion und Immunität“; München 
 
Strommer U, von der Helm K (2001). HIV-protease resistance: testing DNA versus 
RNA as source material. 2. Statusseminar des DFG-Graduiertenkollegs „Infektion 
und Immunität“ zusammen mit dem DFG-Graduiertenkolleg „Infektionsbiologie“ / Tü-
bingen; Herrsching 
